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Resumen 
Las  tecnologías de microencapsulación de microorganismos probióticos han permitido el 
desarrollo de nuevos alimentos funcionales al mejorar su estabilidad durante el procesamiento, 
almacenamiento y en la superviviencia durante su paso a través del tracto gastrointestinal. El 
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la microencapsulación mediante secado por 
aspersión y liofilización sobre la viabilidad de los microorganismos probióticos Lactobacillus casei 
ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 al adicionar agentes prebióticos en la 
formulación, bajo condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente (20°C±2). 
 
Inicialmente se prepararon suspensiones con un contenido de sólidos totales de 25% (p/v) 
considerando los siguientes tratamientos:  maltodextrina-fructo-oligosacárido (FOS), 
maltodextrina-inulina y maltodextrina sin prebiótico; cada una de estas soluciones se le adicionó el 
microorganismo probiótico correspondiente a L. casei y L. rhamnosus, previo a un proceso 
fermentativo cuando el crecimiento de los microorganismos alcanzaran la fase estacionaria fueron 
recuperados por centrifugación, obteniéndose en promedio una población microbiana inicial de 10
9
 
UFC/mL de células viables.  
 
Las suspensiones inoculadas fueron sometidas al proceso de microencapsulación mediante las 
técnicas de secado por aspersión y liofilización. Se determinó características físicas, morfológicas 
y la viabilidad del microorganismo (LogUFC/g) durante el almacenamiento a temperatura 
ambiente (20°±2). En el secado por aspersión se aplicaron temperaturas de entrada del aire 80±5ºC,  
y se observó que existen diferencias en la viabilidad de los microorganismos microencapsulados 
con y sin agentes prebióticos, evidenciando para L. rhamnosus mayor porcentaje de viabilidad en 
el tiempo. Las características físicas y morfológicas obtenidas a las condiciones de secado 
aplicadas, podrán conferir a los polvos obtenidos, estabilidad superior a 21 días de 
almacenamiento. 
 
Las condiciones de liofilización aplicadas mostraron porcentajes significativos de viabilidad 
después del proceso; en cuanto al porcentaje de viabilidad y estabilidad entre los microorganismos 
para el caso de L. casei no hubo diferencias estadísticamente significativas (p>0.05), mientras que 
para el  L. rhamnosus si se establecieron diferencias significativas entre los tratamientos con un 
p<0.05, donde el mejor tratamiento fue con el prebiótico inulina con un 73% de supervivencia 
hasta las 14 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente. 
 
Palabras clave: prebiótico, probiótico, microencapsulación, secado por aspersión, liofilización.
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Abstract 
 
Microencapsulation technologies probiotic microorganisms have allowed the development 
of new functional foods to improve their stability during processing, storage and survival 
during passage through the gastrointestinal tract to the host conferring health benefits. The 
objective of the present work was to evaluate the effect of microencapsulation by spray 
drying and freeze drying on the viability of the probiotic microorganisms Lactobacillus 
casei ATCC 393 and Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469 when prebiotic agents were 
included in the formulation, under storage conditions at room temperature (20°C ±2). 
 
Initially suspensions were prepared with a total solids content of 25% (w/v) with the 
following formulation: maltodextrin with fructo-oligosaccharide (FOS), inulin and 
maltodextrin with no prebiotic maltodextrin. To each of these solutions a probiotic 
microorganism (L. casei and/or L. rhamnosus) was added. The solutions were left to 
ferment for approximately 12 hours at 37°C. When growth reached the stationary phase 
organisms were harvested by centrifugation, yielding an average initial microbial 
population of 109 CFU / mL viable cells. 
 
Inoculated suspensions were subjected to microencapsulation process using spray drying 
with an inlet temperature of 80±5 ° C and freeze drying. We determined the encapsulation 
yield, physical characteristics, morphology and viability of the microorganism (LogUFC 
/g) during storage at room temperature (20°±2). The results for spray drying showed that 
there were differences in the viability of the microorganisms microencapsulated with and 
without prebiotics. L. rhamnosus showed greater percentage of viability over time when 
this microorganism was microencapsulated with prebiotics. It was also observed that the 
physical and morphological characteristics of the powders might confer greater storage 
stability than 21 days 
 
The freeze drying technique did not show statistically significant differences (p>0.05) in 
the percentage of viability and stability when applied to formulations with 
microencapsulated L. casei. However, there were significant differences between 
treatments at p <0.05 when the technique was applied to microencapsulated L. rhamnosus. 
The best treatment was obtained when using inulin. This formulation showed 73% survival 
up to 14 weeks of storage at room temperature. 
 
Keywords: prebiotic, probiotic, microencapsulation, spray-drying, freeze-drying 
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Introducción 
Miembros de los grupos de Alimentos Frutales y Aplicaciones Biotecnológicas de las Bacterias 
Lácticas de la Universidad Nacional de Colombia han desarrollado en los últimos años proyectos 
en el área de los alimentos funcionales y han colaborado con investigadores de otras instituciones 
del sector académico e industrail en la generación de propuestas de investigación que han 
contribuido en el diseño y desarrollo de productos innovadores. La encapsulación de 
componentes activos de tipo químico y biológico mediante tecnologías de secado por aspersión y 
liofilización han abierto la posibilidades del uso de estos compuesto en productos alimenticios y 
cosméticos. Entre otros trabajos realizados la fortificación con componentes bioactivos y la 
aplicación de microorganismos probióticos aplicando ingeniería de matrices en frutas han 
permitido desarrollar productos funcionales tipo snacks probióticos o fortificados para su 
aplicación como ingredientes alimenticios y en la sustitución de golosinas no saludables para 
niños, entre otros.  
 
 
Un alimento funcional es aquel en el cual se ha demostrado satisfactoriamente que afecta de 
manera beneficiosa una o más funciones del organismo más allá del aporte nutricional, de esta 
forma mejoran el estado de salud y reducen el riesgo de enfermedades en quien los consumen 
(Schrezenmeir and Vreser, 2004). Entre los alimentos funcionales se incluyen los probióticos los 
cuales son alimentos con microorganismos vivos en una cantidad adecuada que cumplen acciones 
diana sobre órganos y sistemas, beneficiando adicionalmente el balance intestinal de quienes los 
consumen sin limitarse a la actividad puramente nutricional de sus contenidos (Semyonov et al., 
2010, Palou and Serra, 2007). La forma más frecuente de consumir probióticos ha sido a través 
de alimentos lácteos que contienen especies intestinales de Lactobacilos y Bifidobacterias (Palou 
and Serra, 2007). Los géneros bacterianos más utilizados como probióticos son Estreptococos, 
Lactobacilos y Bifidobacterias, siendo las bacterias ácido-lácticas (BAL) las que más se usan 
para este fin (Guarner and Malagelada, 2002). 
 
 
El efecto beneficioso de los microorganismos probióticos para la salud frente a una enfermedad 
determinada, es dependiente de cada una de las cepas administradas, de la dosis, de la forma de 
administración, y de características inherentes al huésped.  Las cepas de Lactobacillus casei 
principalmente se emplean para estimular el sistema inmune mediante la producción de IgA en 
niños inmunosuprimidos y su respuesta frente a infecciones del tracto digestivo es mucho mejor 
(Marquina y Santos, 2001). El Lactobacillus rhamnosus está principalmente asociado a la 
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prevención y control de diarreas agudas en lactantes y niños (Liong, 2007). El L. casei y el L. 
rhamnosus hacen parte del grupo de microorganismos potencialmente probióticos de mayor 
interés y de los más aplicados a nivel industrial (Rodríguez, 2009).  
 
 
La viabilidad de los microorganismos probióticos en los alimentos debido a la sensibilidad a 
factores medioambientales tales como altas temperaturas, pH y oxígeno, presenta un progresivo 
descenso durante la aplicación de procesos tecnológicos y durante el almacenamiento lo que 
limita su aplicación, pues para obtener los beneficios que prometen estos microorganismos deben 
permanecer en un nivel de viabilidad no menor a 10
6
 UFC ml
-1
 o g
-1
 de producto en el momento 
del consumo (Ministerio de la Protección Social, 2011).  
 
 
De esta manera el reto tecnológico en el desarrollo de este tipo de productos funcionales es 
preservar la viabilidad y funcionalidad de los microorganismo benéficos adicionados, en la 
cantidad adecuada según la legislación. Para ello se ha planteado la aplicación de tecnologías 
como la microencapsulación que permitan la obtención de un producto probiótico 
microencapsulado de viabilidad comprobada para la manufactura e incorporación en productos 
alimenticios que suelen estar sometidos a cambios en sus propiedades fisicoquímicas tales como 
temperaturas, pH, humedad, acidez, actividad de agua (Aw) y operaciones mecánicas que pueden 
alterar su estabilidad, haciendo que la microcápsula sea una barrera de protección al 
microorganismo, sin que este pierda las características deseadas. 
 
 
Las tecnologías de encapsulación permiten preservar la integridad de los materiales 
encapsulados, pues estos durante el proceso quedan protegidos por una barrera física que evita su 
exposición a las condiciones adversas del entorno. Esta técnica consiste en el recubrimiento de 
pequeñas cantidades de un determinado compuesto bioactivo mediante un material protector que 
es generalmente de naturaleza polimérica. Durante la aplicación de estas técnicas, gotas liquidas, 
partículas sólidas y componentes volátiles son atrapados dentro de una película delgada de un 
agente microencapsulante de grado alimenticio (Gharsallaoui et al., 2007). La selección del 
método de encapsulación estará en función del tamaño medio de la partícula requerida, de las 
propiedades físicas del agente encapsulante, de la sustancia a encapsular, de las aplicaciones del 
material encapsulado propuesto, del mecanismo de liberación deseado y del costo (Yañez et al., 
2002).  
 
 
Los diferentes tipos de microcápsulas y microesferas, tamaños y formas son generados con 
características variables dependientes del material pared (monómeros y/o polímeros) y por la 
tecnología aplicada para su obtención. Existen diferentes métodos de microencapsulación entre 
ellos, secado por aspersión, liofilización, secado por congelación, extracción, extracción 
centrifuga, congelamiento por aspersión, coacervación, co-cristalización, polimerización 
interfacial, inclusión molecular, entre otras (Yañez et al., 2002). 
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Algunas tecnologías de encapsulación han considerado el uso de diversos agentes de 
preservación que adicionados a la mezcla del material pared, tienen efectos de protección frente a 
los agentes activos encapsulados, durante la aplicación de la tecnología, el almacenamiento y 
algunos de ellos tras el consumo. 
 
 
Los prebióticos considerados como un ingrediente alimentario no digerible, son 
fundamentalmente de naturaleza polimérica y oligosacáridos que al no ser digeridos por las 
enzimas humanas, benefician de manera selectiva el crecimiento y actividad de los 
microorganismos benéficos del intestino (Roberfroid, 2000). La adición de sustancias prebióticas 
en alimentos como agentes de protección para los microorganismos, favorecerán la viabilidad de 
probióticos en los productos y subsecuentemente su actividad en el tracto gastrointestinal 
(Vasiljevic  and Shah, 2008). La mayoría de los prebióticos se utilizan como ingredientes de 
alimentos en galletas, cereales, chocolate, cremas de untar, y productos lácteos, por ejemplo. Los 
prebióticos más comúnmente utilizados son, oligofructosa (OF), inulina, galacto-oligosacáridos, 
lactulosa, oligosacáridos de la leche de pecho, polidextrosa, entre otros.  
 
 
Algunos criterios considerados para la clasificación de ingredientes alimentarios como 
prebióticos incluyen: (a) no debe ser hidrolizado ni absorbido en el tracto gastrointestinal, (b) su 
fermentación debe ser por microorganismos potencialmente benéficos para el colon, (c) 
alteración de la microflora colónica con efectos saludables y (d) inducir efectos benéficos para la 
salud del consumidor (Fooks et al., 1999). 
 
 
La adición de prebióticos en la encapsulación de microorganismos probióticos en lo que se podría 
definir como una “co-encapsulación” (Iyer and Kailasapathy, 2005) puede favorecer la viabilidad 
y acción de estos microorganismos benéficos en el tracto gastrointestinal. Algunos autores han 
reportado que esta co-encapsulación puede mejorar la funcionalidad del microorganismo 
inmovilizado, generando mayores recuentos comparado con la encapsulación sin prebiótico (Iyer 
y Kailasapathy, 2005; Chávarri et al., 2010). 
 
 
Considerando las cuestiones anteriormente expuestas, el objetivo planteado en el presente trabajo 
de investigación fue evaluar el efecto de la microencapsulación mediante secado por aspersión y 
liofilización con la inclusión de agentes prebióticos (Fructo-oligosacárido e inulina), sobre la 
viabilidad de los microorganismos probióticos Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus 
rhamnosus ATCC 9469, bajo condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, así como 
su efecto en las propiedades físicas y estructurales de los microencapsulados. 
 
 
Con esta propuesta se pretende incursionar en la aplicación de nuevas tecnologías en el campo de 
los alimentos funcionales para la producción de microcápsulas probióticas co-encapsuladas con 
fructo-oligosacáridos (FOS) e inulina como agentes prebióticos para la obtención de un producto 
potencialmente simbiótico para los consumidores. 
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El logro de una metodología efectiva para el desarrollo de microcápsulas simbióticas al co-
encapsular microorganismos probióticos con agentes prebióticos representa un avance para la 
diversificación de la industria alimentaria pues su adición a diversas matrices alimenticias como 
golosinas, barras de cereal o de fruta, harinas, productos cárnicos, inclusive formulaciones para 
infantes, entre otros, le permitirá generar una oferta adicional a la existente en la gama de 
probióticos casi exclusiva de productos lácteos.  
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Objetivos 
Objetivo general 
 
Evaluar el efecto de la microencapsulación con agentes prebióticos, sobre la viabilidad de los 
microorganismos probióticos L. casei ATCC 393 y L. rhamnosus ATCC 9469.  
 
 
 
Objetivos específicos 
 
Evaluar el efecto de la microencapsulación por secado por aspersión con agentes prebióticos 
(fructo-oligosacáridos e inulina), sobre la viabilidad de los microorganismos probióticos (L. casei 
y L. rhamnosus). 
 
 
Evaluar el efecto de la microencapsulación por liofilización con agentes prebióticos (fructo-
oligosacáridos e inulina), sobre la viabilidad de los microorganismos probióticos (L. casei y L. 
rhamnosus). 
 
 
Evaluar la viabilidad y la estabilidad  de los microorganismos probióticos encapsulados durante 
el almacenamiento. 
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1. Capítulo 1 
 
EXPERIMENTACION PRELIMINAR 
 
1.1. Obtención de la biomasa 
 
 
1.1.1. Metodología 
 
Obtención de Biomasa 
 
La biomasa se produjo a partir de cepas de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobaccilllus 
rhamnosus ATCC 9469 mediante en dos fases: 1. Fase de Pre-inóculo que consistió en la 
reactivación de las cepas conservadas en crioviales con glicerol al 1% al ser sembradas en 50 mL 
de caldo MRS (Scharlau, S.L España) e incubados a 37°C en condiciones microaerofílicas 
durante 24 horas; y 2. Fase de obtención de la biomasa mediante fermentación en caldo MRS a 
partir de las células viables cosechadas en el pre-inóculo previamente centrifugadas (5000 rpm) a 
4°C y lavadas con NaCl al 0.85%.  
 
Proceso fermentativo 
 
La fermentación se desarrolló en un bioreactor con 500 mL de caldo MRS bajo condiciones de 
agitación lenta (50 rpm) y temperatura constante de 37°C durante 12 horas (Rodríguez-Barona et 
al., 1995). Este proceso fue monitoreado a partir del tiempo cero (adición del inóculo) por 
periodos de 1 hora mediante el método de turbidimetría en espectrofotómetro (Thermo 
Spectronic Genesys 20, USA) para la lectura de la densidad óptica (DO) expresada en unidades 
de absorbancia a 560 nm; la cuantificación de la biomasa se llevó a cabo con la escala de Mac 
Farland considerando el patrón de turbidez de cada tubo, comparado con la turbidez de la 
concentración bacteriana obtenida y expresada en UFC/mL (tabla 1-1). Simultáneamente fue 
monitoreado el proceso de acidificación del medio mediante la medición de pH. Cada 
fermentación se realizó por triplicado. 
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Recuperación de la biomasa 
 
La recuperación de la biomasa se realizó una vez los microorganismos alcanzaran la fase 
estacionaria determinada por la estabilidad que mostraran los valores de densidad óptica (DO). 
Las células viables fueron cosechadas y lavadas con NaCl al 0.85% y recuperadas por 
centrifugación (5000 rpm) a 4°C. 
 
 
1.1.2. Resultados 
 
Las figuras 1-1 y 1-2 muestran la cinética de crecimiento de las cepas bacterianas probióticas en 
donde se determinó para el L. casei el inicio de la fase estacionaria durante el proceso 
fermentativo a las 8 horas con una densidad óptica promedio expresada en unidades de 
absorbancia de 1.527; y para el L. rhamnosus se determinó el inicio de la fase estacionaria a las 7 
horas con una absorbancia promedio de 1.542. Con estas absorbancias y de acuerdo a la escala de 
Mc Farland la cantidad de células viables para los dos microorganismos fue de 10
9
 UFC/mL 
(Tabla 1-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-1 Crecimiento de Lactobacillus  casei ATCC 393 
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Tabla 1-1 Patrón de turbidez (Escala de Mc Farland) 
 
Patrón de 
turbidez [No.] 
Cloruro de Bario 
(Cl2Ba) [µL] 
Ácido sulfúrico 
(H2SO4) [µL] 
Concentración 
bacteriana obtenida 
[UFC/mL] 
Absorbancia 
(560nm) 
0.5 50 9950 1.5x10
8 
0.120 ± 0.001 
1 100 9900 3.0x10
8
 0.202 ± 0.003 
2 200 9800 6.0x10
8
 0.366 ± 0.045 
3 300 9700 9.0x10
8
 0.558 ± 0.014 
4 400 9600 1.2x10
9
 0.765 ± 0.040 
5 500 9500 1.5x10
9
 0.921 ± 0.046 
6 600 9400 1.8x10
9
 1.046 ± 0.023 
7 700 9300 2.1x10
9
 1.166 ± 0.020 
8 800 9200 2.4x10
9
 1.312 ± 0.007 
9 900 9100 2.7x10
9
 1.478 ± 0.021 
10 1000 9000 3.0x10
9
 1.566 ± 0.001 
               Valores medios ± la D.E, n=3 
 
 
Los tiempos requeridos, la biomasa y los valores de pH alcanzados en la fase estacionaria están 
acordes con los reportados por algunos autores en el cultivo de bacterias ácido lácticas (BAL) 
probióticas. Las figuras 1-1 y 1-2 muestran que para L. casei se alcanza un pH de 4,70 a las 8 
horas y el  L. rhamnosus a las 7 horas alcanza  un pH de 4,56 logrando este último 
microorganismo acidificar el medio de manera más rápida (Lian et al., 2002 y Corcoran et al., 
2004). Según la ecuación de Monod la velocidad crecimiento alcanzada por el L. casei fue de 
=1,055 h-1 y para el L. rhamnosus fue de =1,025 h-1. 
 
Figura 1-2 Crecimiento de  Lactobaccilllus  rhamnosus ATCC 9469 
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1.2. Efecto de la temperatura de secado por aspersión sobre la 
viabilidad del microorganismo Lactobacillus casei ATCC 393 
 
 
1.2.1. Metodología 
 
Luego de una revisión bibliográfica como se muestra en la tabla 1-2 y considerando el objetivo 
de preservar al máximo la viabilidad de las cepas encapsuladas con y sin prebióticos (inulina y 
FOS), se decidió realizar pruebas preliminares de microencapsulación mediante secado por 
aspersión para determinar el efecto de la aplicación de algunas temperaturas sobre el  L. casei del 
cual no se tenía suficiente soporte de investigación científica.   
 
Tabla 1-2 Condiciones de Operación para la producción de microencapsulados 
probióticos mediante secado por aspersión 
 
MICROORGANISMO ARTÍCULO AUTORES
Taire Entrada 151 ± 2 °C
Taire Salida 55 ± 3 °C
Flujo Alimento 6 mL/min
Flujo de Aire 35 m3 h-1
Presión 0,7 mpa
Taire Entrada 100,115 y 130 °C
Taire Salida 87-92 °C
Flujo Alimento 10,15 y 20 mL/min
Flujo de Aire 30 m3 h-1
Taire Entrada 170°C±2°C
Taire Salida 80-85°C
Flujo Alimento
Flujo de Aire 
Taire Entrada 70-100 °C
Taire Salida solo 80 °C
Flujo Alimento 5 mL /min
Flujo de Aire 
Taire Entrada 170°C
Taire Salida 85-90°C
Flujo Alimento
Flujo de Aire 
Taire Entrada 100±1°C
Taire Salida 50-60°C
Flujo Alimento
Flujo de Aire 
CONDICIONES DE OPERACIÓN                 
"Spray dryer"
Bifidobacterium  BB-12 
Cellular injuries and storage stability 
of spray-dried Lactobacillus 
rhamnosus  GG
Presión
Lactobacillus acidophilus NRRL 
B-4495 Lactobacillus 
rhamnosus NRRL B-442
Lactobacillus rhamnosus  GG 
(ATCC 53103).
Microencapsulation of bifidobacteria 
by spray drying in the presence of 
prebiotics
Fritzen et al.,  2012
Lactobacillus rhamnosus GG, 
Lactobacillus rhamnosus  E800, 
Lactobacillus salivarius  UCC500
Comparative survival of probiotic 
lactobacilli spray-dried in the 
presence of prebiotic substances
Survival of bifidobacteria after spray-
drying
Ananta et al.,  2005
Anekella and Orsat, 2012
Corcoran et al.,  2004
Optimization of microencapsulation 
of probiotics in raspberry juice by 
spray
Lian et al.,  2002
Lactobacillus paracasei NFBC 
338
Development of a spray dried 
probiotic yoghurt containing 
Lactobacillus paracasei NFBC 338
Kearney et al. , 2009
B. longun  B6, B. infantis  CCRC 
14633,  B. infantis  CCRC 14661, 
B. longun  ATCC 15708, B. 
longun CCRC 1634  
 
 
Como material pared se empleó maltodextrina (DE 19-20), y como prebióticos inulina comercial 
y fructo-oligosacárido (FOS) Nutraflora® corn productos Andina. Las suspensiones del material 
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pared fueron preparadas con maltodextrina y en una relación 1:1 (p/v) se adicionó prebiótico: 
microorganismo; en todos los casos las suspensiones tenían un 25% de sólidos totales. La 
biomasa adicionada a las suspensiones fue aproximadamente de 10
9
 UFC/mL. 
Se utilizó un secador por aspersión con un Miny Spray Dryer  (B-191, Büchi Labortechnik AG, 
Switzerland), con entrada de aire a temperaturas de 150, 100, 80 ± 3ºC y temperaturas de salida 
de aire 90, 48, 41±5 ºC respectivamente. Se consideró un porcentaje de aspiración 75%, 
rendimiento de la bomba 0.05%, flujo de alimentación de 6 mL/min y flujo de aire 600 NL/h 
(90ml/h). Los polvos probióticos encapsulados fueron almacenados en bolsas metalizadas de 
barrera media (Bopp metalizado/Pa/Pe), empacadas al vacío y conservadas a temperatura 
ambiente (20°C±2). 
 
Para determinar el efecto de la temperatura sobre los microorganismos microencapsulados, se 
evaluó el número de células viables después del secado y durante su almacenamiento a 20°C±2 
hasta la pérdida de su viabilidad por debajo de 10
6
 UFC/g. 
 
 
Recuento de células viables 
 
Para determinar la viabilidad de los microorganismos en las suspensiones y en el material 
microencapsulado, se realizaron recuentos por duplicado expresados en Unidades Formadoras de 
Colonias por gramo (UFCg
-1
 en base seca) para cada condición experimental. Los recuentos se 
realizaron sobre 1 g de material microencapsulado resuspendido en 9 mL de agua peptonada 
bufferada al 0.1%, homogeneizado en vortex y reposado durante 30 minutos, para favorecer la 
liberación del microorganismo (Fritzen-Fiere et al., 2012).Un volumen de 100µL de dilución fue 
sembrado en superficie sobre medio MRS con azul de anilina (0.1%) e incubado en condiciones 
micro-aerofílicas a 37°C por 72 horas (Semyonov et al., 2010).  
 
Periódicamente se realizaron recuentos de células viables y se determinó según la ecuación (1) 
(Fritzen-Fiere, et al., 2012). 
 
Viabilidad= (logN/logNo) x 100 (Ec.1) 
 
Dónde: logN y logNo son el número de células viables encapsuladas y las inoculadas, 
respectivamente. 
 
 
1.2.2. Resultados 
 
 
Efecto del secado por aspersión en la viabilidad 
  
El objetivo del presente ensayo fue evaluar el efecto del proceso de secado por aspersión sobre la 
viabilidad de la biomasa contenida en las suspensiones, considerando que la viabilidad de las 
BAL puede ser disminuida por las altas temperaturas generadas en este tipo se secado. La tabla  
Capítulo 1                                                                                                                                                         24 
 
 
 
1-3 describe el efecto de las diferentes temperaturas sobre el porcentaje de viabilidad de los 
microorganismos probióticos encapsulados con y sin agentes prebióticos en los ensayos 
realizados. 
 
Tabla 1-3 Efecto de la temperatura de secado por aspersión sobre el porcentaje de 
viabilidad del Lactobacillus casei 
 
 
Lactobacillus casei 
 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Temperaturaaire [int°C] 150±3 100±3 80±3 150±3 100±3 80±3 150±3 100±3 80±3 
Temperaturaaire [out°C] 90±5 48±5 41±5 90±5 48±5 41±5 90±5 48±5 41±5 
Viabilidad [%] 47.09 65.33 82.91 46.53 65.71 79.78 0.00 73.61 73.46 
Valores medios ± la D.E, n=3 
 
 
Se observa en las tablas 1-3 que el porcentaje de viabilidad del L. casei sometido a 150°C±3 está 
por debajo del 50% sin el prebiótico y en las muestras microencapsuladas con inulina. El 
microorganismo encapsulado con FOS no arrojó supervivencia después del secado.  No obstante, 
algunos autores en aplicaciones de altas temperaturas de secado por encima de 150°C muestran 
supervivencia en otras cepas bacterianas probióticas y encapsuladas con otros biopolímeros en 
diferentes concentraciones, caso específico el L. rhamnosus GG en fase estacionaria y en 
presencia de polidextrosa (10% p/v) microencapsulado a 170°C mostró una supervivencia del 
31% reflejándose daño celular del microorganismo (Corcoran et al., 2004). Esta supervivencia 
ante estas temperaturas podría estar sujeta a la especie bacteriana, a los agentes encapsulantes y 
condiciones de proceso, entre otros (Anal et al., 2007; Lian et al., 2002) 
 
 
Evaluando el efecto de las temperaturas de 100°C±3 y 80°C±3 sobre la viabilidad del 
microorganismo se evidencia que se puede obtener mayor tasa de supervivencia a 80°C±3, 
aunque no es evidente el efecto del prebiótico. 
 
 
Los resultados reportados en la literatura científica aseguran que el efecto del proceso de secado 
por aspersión está directamente relacionado con el tiempo de permanencia del microorganismo 
en la cámara de secado y demás condiciones de operación del atomizador (Pedroza, 2002).  Se 
sugiere el uso de termoprotectores para mejorar la supervivencia de los microorganismos y 
minimizar el estrés mecánico, oxidativo y osmótico. Antioxidantes y osmoprotectores podrán ser 
incluidos en el material pared; sin embargo, el uso de “pre-estresantes” puede mejorar la  
supervivencia bacteriana. Es así como Manojlović y colaboradores, 2010 encontraron que con 
una adaptación al calor a 52ºC por 15 minutos o con la adición de cloruro de sodio al 0.3 M por 
30 minutos en Lactobacillus casei se logró una viabilidad mayor a 18 y 16 veces, 
respectivamente.  
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Existen otras características que inciden directamente en la supervivenvia de los 
microorganismos después del secado como son la  tolerancia de los cultivos, estadíos de 
crecimiento, tolerancia intrínseca de  las cepas, condición media  de crecimiento,  inducción del 
stress, etapa de cosecha de las células, efecto de agentes protectores y finalmente condiciones de 
empaque, almacenamiento y rehidratación (Peighambardoust, et al., 2011).  
 
 
Con los resultados  se confirma que la supervivencia de la célula bacteriana está ampliamente 
correlacionada con las temperaturas de entrada y salida del aire del secador. Así pues, la 
inactivación térmica estaría sujeta a parámetros de proceso como son la velocidad de 
alimentación que a su vez condiciona el tiempo de residencia en la cámara de secado (Bozaa et 
al., 2004). 
 
 
Los resultados obtenidos confirman el efecto de la temperatura de secado sobre la viabilidad de 
los microorganismos, en este caso L. casei. No es evidente el efecto del prebiótico adicionado, 
del cual podría esperarse un efecto termoprotector considerando su naturaleza polimérica, tal 
como lo reportan algunos autores (Corcoran et al., 2004; Corcoran et al., 2005). 
 
 
Viabilidad durante el almacenamiento en muestras microencapsuladas mediante secado por 
aspersión 
 
 
A continuación se describen los resultados obtenidos en la evaluación durante el almacenamiento 
de las muestras de L. casei microencapsulado sin prebiótico, con prebiótico (inulina) y con 
prebiótico (FOS), secadas por aspersión aplicando diferentes temperaturas 150°C±3, 100°C±3 y 
80°C±3.  
 
 
En la figura 1-3 se muestran los resultados obtenidos de viabilidad (%) de los microorganismos 
microencapsulados sin prebióticos donde se observa que para la temperatura de entrada de 
150°C±3 con una temperatura de salida de 90 ± 5ºC se afecta considerablemente la viabilidad del 
microorganismo. Los resultados mostraron que el microorganismo no sobrevivió a la semana 
siguiente de almacenamiento (7 días). 
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Los polvos obtenidos con inulina en el secado realizado a 100ºC±3 presentaron una mayor 
viabilidad al ser comparados con los tratados a 80°C±3, sin embargo esta diferencia no fue 
estadísticamente significativa (p>0.05). Destacando por cuestiones de ahorro de energía el secado 
a 80°C±3 (figura 1-4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-4 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad del L. casei 
microencapsulado con inulina almacenado durante 21 días 
 
Figura 1-3 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad del L. casei 
microencapsulado sin prebiótico almacenado durante 21 días 
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Los microencapsulados en presencia de FOS a temperaturas de 100°C±3 y 80°C±3 mostraron 
durante el almacenamiento un comportamiento similar sin diferencias significativas (p>0.05) 
hasta los 21 días. En estos casos las temperaturas de salida fueron de 48±5 ºC y de 41±5 ºC, 
respectivamente (figura1-5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se concluyó con estas experiencias preliminares que es de vital importancia considerar rangos de 
temperatura de salida por debajo de los 48ºC para la obtención de microcapsulas probióticas de 
mayor viabilidad. Además, el uso de agentes prebióticos podría favorecer la supervivencia de los 
microorganismos después del proceso de secado y durante el almacenamiento.  
 
 
Para el trabajo experimental y de acuerdo a los resultados obtenidos hasta los 21 días se decide 
elegir como temperatura de entrada 80ºC con la cual se obtiene una temperatura de salida de 
41±5 ºC. Estas temperaturas pueden ser favorables para la supervivencia del L.casei, además que 
se minimizan los costos energéticos generados por el secador por aspersión. 
 
 
1.3. Condiciones de proceso para los ensayos de 
microencapsulación mediante liofilización 
 
 
1.3.1. Metodología 
 
El perfil de liofilización para el proceso de encapsulación de microorganismos se determinó 
según reportes bibliográficos; a pesar de ser poca la literatura científica relacionada con este tema 
y para este tipo de microorganismos.  
Figura 1-5 Efecto de la temperatura sobre la viabilidad del L. casei 
microencapsulado con FOS almacenado durante 21 días 
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1.3.2. Resultados de búsqueda bibliográfica 
 
A continuación en la tabla 1-4 se citan algunos autores que han aplicado tratamientos de 
liofilización en microorganismos probióticos: 
 
 
Tabla 1-4 Condiciones de Operación para la producción de microencapsulados 
probióticos mediante liofilización 
 
MICROORGANISMO ARTÍCULO AUTORES
Fase Congelación `¨-50°C a 20 Pa por 1 h
Fase  Secado primario  -20°C a 0.25°C/min por 40 horas
Fase  Secado secundario 25°C A 0.25°C/min por 3 h
Ciclo total de liofilización 44 h
Fase Congelación ¨-45°C por 120 min
Fase  Secado primario
¨-30°C, -20°C, -10°C y 0°C por 240 
min a 200 mbar
Fase  Secado secundario
10°C, 20°C, 30°C  por 180 min a 
150 mbar
Ciclo total de liofilización 20 h
Fase Congelación `¨-30°C, 0.1 mbar por 48 h
Fase  Secado primario
Fase  Secado secundario
Ciclo total de liofilización 72 h
Fase Congelación ¨-80°C, 31 Pa por 2 h
Fase  Secado primario ¨-30°C a  0°C  por 9 h a 0.1 Pa
Fase Secado secundario  0°C a 30°C por 17 h a 0.1 Pa
Ciclo total de liofilización 28 h
Fase Congelación `¨-80°C,  por 2 h
Fase  Secado primario `¨-30°C,  por 48 h
Fase  Secado secundario `¨-10°C,  por 8 h
Ciclo total de liofilización 58 h
Fase Congelación `¨-50°C,  5.33 Pa
Fase  Secado primario `¨-10°C
Fase  Secado secundario 10°C
Ciclo total de liofilización 44 a 52 h
Fase Congelación ¨-40°C por 18 h
Fase  Secado primario
Fase Secado secundario
Ciclo total de liofilización 42 h
Influence of lyophilization, fluidized bed 
drying, addition of protectants, and storage 
on the viability of lactic acid bacteria.
Strasser et al. , 2009
Lactobacillus coryniformis  Si3
Enterococcus faecium  MC13
Lactobacilllus paracasei 20°C, 0.05 mbar por 24 h
Microencapsulation of Lactobacilllus 
paracasei  by spray freeze drying.
CONDICIONES DE OPERACIÓN                                                      
"Freeze drying"
Semyonov et al.,  2010
Kanmani et al.,   2011
Schoug et al.,  2006
Effect of cryopreservation and 
microencapsulation of lactic acid bacterium
Enterococcus faecium MC13 for long-term 
storage
Freeze-drying of Lactobacillus coryniformis 
Si3-effects of sucrose concentration, cell 
density, and freezing rate on cell survival 
and thermophysical properties
Critical water activity an amorphous state for 
optimal preservation of lyophilised lactic 
acid bacteria
Passot et al.,  2012
Effect of polymers and storage temperature 
on the stability of freeze-dried lactic acid 
bacteria
Champagne et al.,  1996
Lactobacillus bulgaricus CFL1
Lactobacillus casei  ssp. rhamnosus  RO 
11, Btjidobacterium longum R023, 
Lactococcus lactis  ssp. lactis  R058
and Streptococcus thermophilus R057
30°C por 24 h, 20-50 mmHg
Enterococcus faecium
strain IFA No.045 and Lactobacillus 
plantarum  strain IFA
Effect of cryoprotectants, prebiotics and 
microencapsulation on survival of probiotic 
organisms in yoghurt and freeze-dried 
yoghurt. 
Capela et al.,  2006
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus  
rhamnosus, Lactobacillus casei y 
Bifidobacteriun spp evaluados en 
yogurt
 
 
 
Finalmente, de acuerdo a la revisión científica se considera la elección de condiciones específicas 
de operación del equipo como parámetros de tiempo de permanencia a las temperaturas por 
encima y por debajo de los 0ºC que no atenten contra la integridad morfológica y funcional de los 
microorganismos, previo al conocimiento de sus características de tolerancia a ciertas 
temperaturas (Balderas, 2006). 
 
 
Las suspensiones inoculadas fueron deshidratadas en un Liofilizador Génesis 25 (Virtis, USA), 
con unas condiciones de operación de 0.25°C/min velocidad de congelación, 350 mTorr presión 
cámara donde permaneció el tiempo necesario para alcanzar una humedad final de 1.5 a 2.5% en 
base húmeda y una temperatura final de 20°C hasta obtener completo el ciclo de liofilización.  En 
los Anexos  B y C se presentan los perfiles de liofilización seleccionados en las diferentes fases 
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del proceso: congelación, sublimación, secado primario y secado secundario. Además se reportan 
las presiones de vacío según sensor de capacitancia, presión pirani que considera el fluido o 
vapor de agua y la presión de cámara programada. 
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2. Capítulo 2 
MICROENCAPSULACIÓN DE MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS: UNA ALTERNATIVA 
PARA MEJORAR SU VIABILIDAD 
 
MICROENCAPSULATION OF PROBIOTIC MICROORGANISMS: AN ALTERNATIVE TO 
IMPROVE ITS VIABILITY 
 
MICROENCAPSULAÇÃO DE MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS: UMA ALTERNATIVA 
PARA MELHORAR A SUA VIABILIDADE 
 
 
LUZ MARY MONTES R.a, SNEYDER RODRÍGUEZ Bb 
 
ARTICULO DE REVISIÓN 
RESUMEN 
 
Las tecnologías de microencapsulación de microorganismos probióticos han permitido el 
desarrollo de nuevos alimentos funcionales al mejorar su estabilidad durante el procesamiento, 
almacenamiento y supervivencia de estos microorganismos durante su paso a través del tracto 
gastrointestinal. Este artículo presenta una revisión del estado del arte sobre la 
microencapsulación de microorganismos probióticos mediante técnicas como gelificación iónica 
(extrusión y emulsificación), liofilización y secado por aspersión. Se describen los agentes 
encapsulantes adecuados para cada técnica, ventajas, desventajas y comportamientos en 
algunas matrices alimenticias. Finalmente, se destaca la importancia económica y las 
tendencias mundiales sobre su aplicación y desarrollo de nuevos productos alimenticios de tipo 
funcional benéficos para quienes los consumen. 
 
 
PALABRAS CLAVES: Bacterias ácido-lácticas (BAL), Gelificación iónica, Secado por 
aspersión, Liofilización. 
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RESUMO 
 
As tecnologias para o microencapsulamento de microorganismos probióticos têm permitido o 
desenvolvimento de novos alimentos funcionais para melhorar sua estabilidade durante o 
processamento e armazenamento, bem como  sobrevivência destes organismos durante a 
passagem através  do trato gastrintestinal. Este artigo apresenta uma revisão do estado da arte 
sobre a microencapsulação de microorganismos probióticos mediante técnicas tais como a 
gelificação iônica (extrusão e emulsificação) e liofilização e secagem por aspersão/ atomização. 
Os agentes emulsificantes para cada técnica são descritos, como também as vantagens, 
desvantagens e comportamentos em algumas matrizes alimentares. Finalmente, descrevem-se 
a importância econômica e as tendências mundiais para sua aplicação e o desenvolvimento de 
novos produtos alimentares funcionais e benéficos para aqueles que os consomem.  
 
Palavras-chave: Bactérias ácido láticas (LAB), Gelificação iônica, Secagem por  
aspersão/atomização, Liofilização. 
 
 
ABSTRACT 
 
The technology of microencapsulation of probiotic microorganisms have allowed the 
development of new functional foods to improve their stability during processing and storage as 
well as the survival of these organisms during passage through the gastrointestinal tract. This 
article presents a review of the state of the art on the microencapsulation of probiotic 
microorganisms as ionic gelation techniques (extrusion and emulsification), freeze drying and 
spray drying. Encapsulating agents are described suitable for each technique, advantages, 
disadvantages and behaviors in some food matrices. Finally, the economic and global trends on 
its implementation and development of new functional food products such beneficial for those 
who consume them. 
 
Keywords: Acid lactic bacteria (LAB), Ionic gelation, Spray drying, Freeze drying. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Los probióticos son suplementos o 
alimentos que contienen microorganismos 
viables que al ser consumidos en 
cantidades adecuadas  tienen en el 
huésped efectos saludables [1]. 
Especialistas en salud reconocen cada vez 
más los efectos de los probióticos en la 
salud y nutrición humana al desempeñar 
estos importantes funciones inmunitarias, 
digestivas y respiratorias, contribuyendo de 
forma significativa a aliviar enfermedades 
infecciosas y en la biodisponibilidad de 
minerales en la nutrición infantil [2, 3]. 
considerando los efectos positivos en la 
salud del consumidor, el número de 
alimentos probióticos funcionales puestos a 
disposición de los consumidores es cada 
vez mayor. Sin embargo, debido a la 
sensibilidad a factores medioambientales 
tales como altas temperaturas, acidez, pH y 
oxígeno, los microorganismos presentan un 
progresivo descenso de viabilidad y 
actividad probiótica durante la aplicación de 
procesos tecnológicos y durante el 
almacenamiento, lo que limita su aplicación 
[4]. Adicionalmente, el paso a través del 
tracto intestinal reduce la supervivencia de 
estos microorganismos considerablemente 
[5]. Por tal razón se hace necesaria la 
aplicación de tecnologías adecuadas que 
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permitan la manufactura e incorporación de 
probióticos en productos alimenticios y que 
garanticen su viabilidad y funcionalidad 
durante el procesamiento, almacenamiento 
y consumo [6]. 
La microencapsulación de bacterias 
probióticas es un método de reciente 
aplicación que mejora la superviviencia de 
los microorganismos. En la 
microencapsulación, los microorganismos 
son protegidos por una barrera física que 
evita su exposición a las condiciones 
adversas del entorno. Esta técnica consiste 
en el recubrimiento de los microorganismos 
mediante un material protector o material 
pared que es generalmente de naturaleza 
polimérica. La selección del método de 
encapsulación de microorganismos está en 
función del tamaño medio de la partícula 
requerida, de las propiedades físicas del 
agente encapsulante, de las aplicaciones 
del material encapsulado propuesto, del 
mecanismo de liberación deseado y del 
costo [7]. La tasa de supervivencia de los 
microorganismos encapsulados y 
almacenados depende de varios factores, 
entre ellos la especie y tipo de 
microorganismo, la tecnología de 
encapsulación y la selección de agentes 
encapsulantes [8]. 
El objetivo de esta revisión es describir el 
estado del arte sobre las diferentes técnicas 
de microencapsulación aplicadas a 
microorganismos probióticos, donde se 
resaltan las ventajas y las desventajas en la 
búsqueda de un mejor ambiente de 
supervivencia y estabilidad de la viabilidad 
de las bacterias sometidas a diferentes 
condiciones de operación de los equipos, 
sustancias termoprotectoras, desempeño 
durante el almacenamiento y permanencia 
en diferentes matrices alimenticias. 
 
 
MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS 
 
Definición 
 
El término probiótico hace referencia a “algo 
en favor o procura de la vida. Su definición 
ha ido evolucionando a través del tiempo y 
actualmente se aplica para designar a las 
bacterias que tienen efectos benéficos para 
los seres humanos y animales [9]. Los 
probióticos son microorganismos vivos que 
al ser ingeridos en cantidades adecuadas 
ejercen una influencia positiva en la salud o 
en la fisiología del hospedero [1, 8]. La 
forma más frecuente de consumir 
probióticos ha sido a través de alimentos 
lácteos que contienen especies intestinales 
de lactobacilos y bifidobacterias; por los 
efectos benéficos adicionales a los 
nutritivos, estos alimentos se consideran en 
el grupo de los alimentos funcionales [10]. 
 
Entre las cepas de bacterias probióticas 
más utilizadas para el consumo humano se 
encuentran las llamadas bacterias ácido 
lácticas (BAL), que incluyen géneros como: 
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, 
Bifidobacterium, entre otras [11]. 
 
Beneficios 
 
Las BAL han estado presentes en la 
alimentación del hombre desde hace siglos 
ya que se encuentran en productos de 
leches fermentadas como yogurt, quesos 
madurados, productos cárnicos y hasta en 
algunas hortalizas. Metchnikoff hace más de 
un siglo comprobó el efecto benéfico en la 
salud por el consumo de leches 
fermentadas [12, 13]. Una vez que los 
probióticos son ingeridos y han colonizado 
el tracto intestinal ocurren cambios en la 
microflora intestinal que repercuten 
positivamente en el estado de salud del 
consumidor [14]. Entre los beneficios en la 
salud reportados para las BAL, algunos 
autores consideran que estos 
microorganismos son capaces de 
proporcionar una barrera natural al 
organismo al poseer un efecto inhibitorio 
frente a bacterias patógenas, sin afectar a 
las saprófitas logrando una mayor 
resistencia a enfermedades infecciosas. De 
esta forma previenen y mejoran la diarrea 
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de etiología diversa, regulan la actividad 
inmunológica y reducen la intolerancia a la 
lactosa por la producción de β-
galactosidasa. Su consumo regular favorece 
la biodisponibilidad y síntesis de nutrientes, 
genera una menor prevalencia de alergias, 
puede tener efecto en la prevención de 
enfermedades cardiovasculares e 
inflamatorias y han demostrado ser 
efectivas en tratamientos de 
hipercolesterolemia [13]. De igual manera 
se ha observado su prevalencia en la 
microbiota de pacientes sanos con peso 
ideal y su desbalance en obesos [64]. 
Investigadores han reportado actividad anti 
cancerígena frente a algunos tipos de 
cáncer [15, 16, 17, 18]. En pediatría, los 
lactobacilos se utilizan en la prevención y 
tratamiento de patologías diversas como 
diarreas de origen vírico y bacteriano, 
gastritis con Helycobacter pylori y en la 
recuperación de la flora benéfica intestinal 
luego de tratamientos con antibióticos [19]. 
Para obtener los efectos benéficos de las 
BAL en la salud es esencial como mínimo el 
consumo de manera regular de un millón de 
microorganismos probióticos viables por 
gramo de producto día [20]. Por tal razón la 
normatividad colombiana en alimentos 
probióticos establece un recuento de 
microorganismos viables mayor o igual a 
1x106 UFC/g durante el periodo de vida útil 
del producto terminado y establece 
recomendaciones de almacenamiento 
específicas para asegurar los beneficios 
[21]. 
 
Desarrollo tecnológico y viabilidad 
 
En general los probióticos son 
extremadamente susceptibles a condiciones 
medioambientales como actividad de agua, 
potencial redox (presencia de oxígeno), 
temperatura y acidez [8]. Estos efectos 
adversos podrían ser minimizados con el 
uso de tecnologías como la 
microencapsulación que protege a los 
microorganismos mediante una barrera del 
efecto de agentes externos. 
 
La viabilidad y actividad de los cultivos 
probióticos puede verse afectada durante 
todas las etapas involucradas en el 
desarrollo de procesos mediante la 
exposición a diferentes factores. La Tabla 1, 
resume los factores que afectan la viabilidad 
de los probióticos durante el procesamiento 
y consumo.   
 
Tabla 2-1 Factores que afectan la viabilidad del probiótico durante el procesamiento y 
consumo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F
               
Fuente: Vasiljevic y Shah, 2008
Etapas de 
procesamiento 
Factor de inhibición 
Producción de 
Probióticos 
Presencia de ácidos orgánicos en cultivos. 
Concentración- altas presiones osmóticas- baja aw- altas concentraciones 
iónicas- temperatura- congelación- vacío- secado- aspersión. 
Almacenamiento prolongado- exposición al O2 –fluctuaciones de temperatura. 
Adición de 
probióticos a un 
producto 
Presencia de cepas antagonistas 
Agotamiento de nutrientes 
Incremento de acidez, potencial redox (presencia de O2), presencia de 
compuestos antimicrobianos Ej: H2O2, bacteriocinas. 
Temperatura de almacenamiento 
Tránsito 
Gastrointestinal 
Ácidos y jugos gástricos 
Sales biliares 
Antagonismo microbiano 
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MICROENCAPSULACIÓN 
 
Definición y aplicación 
La microencapsulación se define como un 
proceso en el cual pequeñas partículas de 
compuestos activos son rodeadas por una 
cobertura (material pared), matriz 
homogénea o heterogénea, para obtener 
pequeñas cápsulas del orden de micras 
con muchas propiedades útiles [22]. Esta 
cobertura protege los elementos 
bioactivos de reacciones adversas con 
otros compuestos presentes en el medio e 
impide que sufran reacciones de oxidación 
debido a la luz o al oxígeno, protege de la 
sensibilidad a factores ambientales e 
impide la pérdida nutricional [23, 24, 8].Su 
aplicación en alimentos permite obtener 
productos con mejores características 
sensoriales, nutricionales y texturales [25].  
  
MICROENCAPSULACIÓN DE 
MICROORGANISMOS 
 
El empleo de microorganismos en la 
industria plantea un inconveniente con 
respecto a la agresión que pueden sufrir 
debido a las diferentes condiciones 
ambientales y tecnológicas a las que 
deben ser expuestos durante el 
procesamiento y a su escasa resistencia a 
estas condiciones. La aplicación de 
diferentes técnicas de microencapsulación 
es una buena alternativa para proteger a 
estos microorganismos durante el 
tratamiento tecnológico y el 
almacenamiento sin embargo, no todas 
las técnicas son apropiadas para los 
microorganismos probióticos. 
Investigaciones científicas recomiendan la 
aplicación de métodos como secado por 
aspersión, liofilización [8], gelificación 
iónica (emulsión y extrusión) [7, 25, 26], 
aspersión por enfriamiento [8], lecho 
fluidizado, coacervación y métodos 
electrostáticos [25], pues por sus 
características permiten la obtención de 
un tamaño de partícula adecuado y la 
supervivencia de los microorganismos 
[1,15]. 
 
Algunos investigadores recomiendan que 
la elección de la técnica de encapsulación 
de probióticos sea condicionada por varios 
factores: (a) el tamaño de partícula 
deseado, el cual debería oscilar entre 15 a 
100μm, pues las microcápsulas mayores 
de 100μm son detectables en la boca, y 
las inferiores a 15 μm no dan la suficiente 
protección frente a los agentes externos; 
(b) el uso de agentes externos GRAS 
“Generally Recognized as Safe” que 
garanticen la inocuidad del alimento y la 
supervivencia de los microorganismos y 
(c) el bajo consumo energético, de forma 
que los costos de la técnica sean 
rentables industrialmente [7, 26]. 
 
TÉCNICAS DE 
MICROENCAPSULACIÓN 
 
Gelificación iónica (ionic gelation) 
 
En esta técnica la formación de la cubierta 
de las microcápsulas tiene lugar por una 
reacción de gelificación iónica entre un 
polisacárido y un ión de carga opuesta. 
Generalmente, se recurre a la gelificación 
de alginato sódico (polianión) con cloruro 
cálcico (catión). El método consiste en 
suspender el compuesto que se va a 
encapsular en una solución acuosa de 
alginato sódico, adicionando la mezcla, 
mediante goteo, sobre una solución 
acuosa de CaCl2 que se encuentra 
sometida a una determinada velocidad de 
agitación. Al entrar la gota de alginato 
sódico en contacto con Ca2+, se produce 
la gelificación instantánea de la misma, 
obteniéndose una membrana o cubierta 
de alginato cálcico que es insoluble en 
agua pero permeable [27].  
 
Existen dos técnicas de gelificación para 
preparar microcápsulas de alginato 
cálcico: gelificación iónica interna, 
extrusión o método de goteo y gelificación 
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iónica externa o emulsificación [28, 29, 
30].  
 
Gelificación interna, extrusión o 
método de goteo.  
La gelificación interna se basa en la 
liberación del ión calcio desde un 
complejo insoluble en una solución de 
alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por 
acidificación de un sistema aceite-ácido 
soluble, con participación en la fase 
acuosa del alginato. Las microcápsulas 
obtenidas con esta tecnología tienen la 
desventaja de ser generalmente grandes 
(  y el empleo de una técnica de 
goteo por jeringa, no la hace aplicable 
para una escala industrial [31]. 
 
 Gelificación externa o 
emulsificación 
Consiste en la gelificación del alginato en 
una emulsión agua/aceite (W/O), donde 
una sal de calcio soluble es agregada en 
el seno de la emulsión W/O, siendo la más 
estudiada. El tamaño de partícula no 
puede ser bien controlado y las partículas 
tienden a coagular en grandes masas 
antes de adquirir la consistencia 
apropiada. 
y 1mm. La producción de microcápsulas 
por emulsificación puede hacerse por 
gelificación externa o interna [31]. 
 
El procedimiento aplicado a 
microorganismos consiste en tomar un 
pequeño volumen de suspensión de 
células de polímeros (fase discontinua) se 
añade a un gran volumen de aceite 
vegetal (fase continua) para formar las 
microcápsulas, algunas veces se utilizan 
compuestos que disminuyen la tensión 
superficial de las goticas más pequeñas 
como Tween 80 a bajas concentraciones 
al 0.2%. El tamaño obtenido de las perlas 
oscila entre 2mm a 25mm y depende del 
procedimiento de emulsión, ajuste de la 
velocidad de aplicación y la proporción de 
la fase [7]. 
Los materiales más utilizados en la 
formación de partículas son el alginato, la 
carragenina y el quitosano. Cuando se 
encapsulan probióticos en alginato la 
formación de geles se da por alineación 
ordenada de los polímeros que 
interactúan con cationes divalentes de 
calcio. A la emulsión se le adiciona un 
ácido soluble para disminuir el pH de 7.5 a 
6.5 con el fin de iniciar la encapsulación. 
La supervivencia de las bacterias depende 
de la concentración de alginato, solución 
de gelificación, duración de la gelificación 
y la concentración de las células; se ha 
reportado que la viabilidad de las células 
en el tracto gastrointestinal aumenta al 
incrementar el tamaño de partícula. En 
algunas investigaciones se han 
adicionado solutos de protección como 
adonitol y sólidos no grasos de leche con 
un 20-30% de agua y se ha logrado una 
supervivencia después del secado de 71% 
y 57% respectivamente. La esfera de 
alginato se puede recubrir con una 
membrana de quitosano semipermeable 
que aumenta la resistencia pero se reduce 
la liberación en un 40% [32]. 
 
Tras el revestimiento de las cápsulas de 
probióticos con carragenina (polisacárido 
aislado de macroalgas marinas), el goteo 
de la solución debe realizarse entre 40-
45ºC y la gelificación se da durante el 
enfriamiento, luego de la formación de las 
perlas se utiliza KCl para estabilizar el 
material. Esta técnica aumenta la 
tolerancia al estrés durante el secado por 
liofilización, exposición al peróxido de 
hidrógeno y el paso por el sistema 
gastrointestinal [32]. 
 
El revestimiento con quitosano se utiliza 
para perlas de gel de alginato, tiene buena 
compatibilidad, es biodegradable y no 
tóxico; además puede adicionársele 
cloruro de sodio para aumentar la 
resistencia del recubrimiento, [33]. 
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Algunos autores [28] se refieren a las 
ventajas de esta técnica argumentando la 
simplicidad, el fácil manejo del equipo, el 
bajo costo a pequeñas escalas y las 
condiciones suaves de manejo de los 
microorganismos lo cual garantiza su 
viabilidad; sin embargo es el tamaño de 
las esferas la principal desventaja 
observada en este método [28]. 
 
Es sin duda el alginato cálcico el polímero 
más empleado en la gelificación iónica de 
microorganismos, pues logra incrementar 
su supervivencia hasta en un 80-95%, [34, 
35] frente a los no encapsulados [35, 36, 
37]. Es además no tóxico, económico y se 
degrada bajo condiciones fisiológicas 
normales [38]. Las bacterias de un tamaño 
entre 1 μm y 3 μm se retienen bien en la 
matriz del gel, que tiene un tamaño de 
poro menor de 17 nm [39, 40]. 
 
La viabilidad de Bifidobacterium bifidum y 
Lactobacillus acidophilus encapsulados 
mediante las técnicas de extrusión o 
emulsión han sido monitoreadas con éxito 
en quesos, al mantener viable el número 
de bacterias probióticas durante el 
almacenamiento. No se observaron 
diferencias en la apreciación sensorial de 
quesos con probióticos 
microencapsulados y el queso control. Se 
demostró que colonias de Lactobacillus 
rhamnosus microencapsuladas en una 
matriz de alginato permanecieron viables 
por más de 48 horas a pH 2, por el 
contrario, las células libres (sin 
encapsular) fueron inactivadas 
completamente bajo estas condiciones 
[41]. 
 
Secado por aspersión (Spray- Drying) 
 
La técnica de secado por aspersión se 
define como la transformación de un fluido 
en material sólido, atomizándolo en forma 
de gotas minúsculas en un medio de 
secado en caliente. La distribución del 
tamaño de las partículas obtenidas por 
este método es, en general, menor a 100 
μ. Se consideran dos etapas sucesivas: 
(a) la preparación de la emulsión o 
suspensión del material por encapsular en 
una solución encapsulante o material 
pared (b) la atomización y la 
deshidratación de las partículas 
atomizadas. Una de las grandes ventajas 
de este proceso, además de su 
simplicidad, es su adecuación a 
materiales sensibles al calor, pues el 
tiempo de exposición a temperaturas 
elevadas es muy corto [42]. 
 
La selección de la configuración del 
atomizador depende de la naturaleza y 
viscosidad de la alimentación y de las 
características deseadas del producto 
seco. Cuanto mayor sea la energía 
utilizada, serán más finas las gotas 
formadas. Para una misma cantidad de 
energía, el tamaño de partículas formadas 
incrementa con el aumento en la tasa de 
alimentación, así mismo cuando la 
viscosidad y la tensión superficial del 
líquido inicial son altas [43]. 
 
En el secado de microorganismos, la 
especie, la cepa del cultivo, las 
condiciones de secado y los agentes 
encapsulantes empleados condicionaran 
la viabilidad del microorganismo [45]. La 
temperatura de entrada, podría ser 
seleccionada de acuerdo a las 
propiedades termo gravimétricas y 
características físicas de los materiales 
empleados en la mezcla. El flujo, el 
tamaño de gota y la eficiencia de la 
bomba definirán entre otros la temperatura 
de salida del secador [44]. 
 
Los agentes encapsulantes empleados en 
el secado por aspersión suelen ser de 
origen proteico y carbohidratos tipo 
polisacáridos. Estos materiales poseen 
alta capacidad emulsificante y generan 
microcápsulas de tamaño adecuado, 
inferior a 50 micrómetros. Comúnmente se 
emplea leche desnatada en polvo, aislado 
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de proteína de soya, goma arábiga, 
pectina, almidón (modificado), 
maltodextrina y azúcares, a su vez se 
adicionan sustancias con propiedades 
funcionales o con efecto protector [28]. 
 
Aplicación del secado por aspersión en 
BAL 
La preservación de los cultivos ácido 
lácticos por técnicas de 
microencapsulación como la tecnología de 
secado por aspersión ha sido 
ampliamente estudiada, como un proceso 
industrial alternativo para la estabilización 
de estos microorganismos, considerando 
los altos costos energéticos que implican 
otros procesos de uso habitual como son 
la congelación y liofilización [44]. 
 
La microencapsulación de bacterias ácido 
lácticas mejora la estabilidad del 
organismo durante el procesado, 
almacenamiento y paso a través del tracto 
gastrointestinal, en comparación con 
células libres, al retener y proteger las 
células al interior de materiales 
encapsulantes [24, 4]. Numerosas 
matrices Han sido evaluadas entre ellas 
proteínas, polisacáridos, azucares, yogurt, 
leche descremada, leche de soya en 
mezcla con agentes estabilizantes [8, 9, 
26]. La viabilidad tras el proceso y durante 
el almacenamiento suele ser adecuada 
(mayor a 106) después de 6 semanas de 
almacenamiento entre 4 y 21°C [4, 23, 
24]. 
 
Expresando la tasa de supervivencia 
como ecuación 1[45]. 
 
       Ec. 1 
 
Donde No representa el número de 
bacterias en la suspensión inicial y N el 
número de bacterias en el producto seco. 
Algunos autores han reportado diferencias 
en la tasa de supervivencia en diversos 
microorganismos. A temperaturas de 170 
±2°C y de salida en un rango entre 80 y 
85°C en muestras de yogurt fermentadas, 
la tasa de supervivencia de S. 
thermophilus y L delbruckii subsp. 
bulgaricus presenta grandes diferencias 
con recuentos en la muestra seca 6,5x107 
ufcg-1 y 3,5x105 ufcg-1 respectivamente. 
Lb. Delbrueckii presenta menor tolerancia 
termina que S. thermophilus posiblemente 
debido a daños en la membrana que 
pueden ocurrir durante el secado, en este 
caso se sugiere el uso de estabilizadores 
que pudiesen actuar como 
termoprotectores [45, 46, 47]. Otros 
autores afirman que el descenso en la 
tasa de supervivencia es consecuencia de 
la deshidratación térmica y el estrés 
oxidativo impuesto a las bacterias [45, 26, 
28] se sugiere por lo tanto un estricto 
control de los parámetros de operación 
principalmente la temperatura de entrada, 
flujos, tamaño de gota y materiales pared 
en la formulación de la emulsión. 
Considerando además, la tolerancia al 
calor que exhiba cada cepa en particular 
[45]. 
 
Efecto de sustancias protectoras 
Para mejorar la supervivencia de los 
organismos probióticos durante la 
encapsulación por aspersión se sugiere la 
adición de sustancias termo protectoras 
en la mezcla. El propósito es minimizar el 
estrés mecánico, oxidativo y osmótico 
durante el secado por aspersión y la 
rehidratación. Antioxidantes y 
osmoprotectores podrán ser incluidos en 
el material pared; sin embargo, el uso de 
“pre-estresantes” puede mejorar la  
supervivencia bacteriana. Otros autores 
han encontrado que con una adaptación al 
calor a 52ºC por 15 minutos o la adición 
de cloruro de sodio al 0.3 M por 30 
minutos en Lactobacillus casei se logra 
una viabilidad mayor a 18 y 16 veces, 
respectivamente [28]. 
 
La incorporación de termoprotectores, 
como la trehalosa, sólidos lácteos no 
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grasos o adnitol, en varias combinaciones 
de maltodextrinas, leche en polvo 
reconstituida, prebióticos y almidón 
granular, han demostrado mejorar la 
viabilidad de los cultivos durante el 
secado,  almacenamiento y paso a través 
del tracto gastrointestinal [7, 8, 23, 33, 46, 
48]. 
 
La incorporación de una fibra soluble, 
goma acacia, dentro de un medio a base 
de leche antes del secado por aspersión 
del probiótico L. paracasei demostró 
incrementar la viabilidad durante el 
almacenamiento, en comparación con la 
leche en polvo sin aditivo. Por el contrario, 
otras fibras solubles investigadas, 
incluyendo la inulina y polidextrosa, no 
aumentaron la viabilidad del probiótico en 
polvo durante el secado y 
almacenamiento [9]. 
 
Liofilización (freeze Drying) 
 
La liofilización es un proceso de secado 
mediante sublimación. Consta 
principalmente de dos etapas; la primera 
consiste en congelar el producto y en la 
segunda etapa el producto es secado por 
sublimación directa del hielo bajo presión 
reducida. En el secado se distinguen dos 
fases: la primera fase llamada difusiva o 
secado primario donde se da la mayor 
remoción de agua del producto (75-90%) 
seguida de una segunda fase difusiva o 
de secado secundario [43]. 
 
Aplicación de la liofilización en las BAL 
Los polvos de microencapsulados 
liofilizados tienen un tamaño más 
homogéneo mayor área de superficie 
específica y un carácter más poroso que 
el polvo secado por aspersión. Las 
partículas mantienen su morfología 
esférica, porosa y pueden ser además 
recubiertas con un polímero biológico de 
grado alimenticio. Estas son diseñadas 
para desintegrarse en lugares específicos 
del tracto gastrointestinal. 
La encapsulación de probióticos mediante 
liofilización se emplea con el fin de 
aumentar la resistencia bacteriana en la 
congelación y liofilización de los alimentos 
[49, 45, 50, 51,37]. 
 
La liofilización es considerada uno de los 
métodos más adecuados para el secado 
de materiales biológicos y alimentos 
sensibles. Sin embargo, cuando este 
método se ha empleado para el secado de 
bacterias probióticas y otras células, 
ocurren efectos no deseados, tales como 
la pérdida de la membrana celular debido 
a los cambios en el estado físico de la 
membrana lipídica o cambios en la 
estructura de las proteínas sensibles que 
se encuentran en la célula bacteriana [46, 
47, 52]. 
 
Efecto de sustancias protectoras. 
Los solutos de protección, tales como 
crioprotectores (sacáridos y polioles) y 
otros solutos compatibles como adonitol, 
betaína, glicerol y leche descremada se 
usan para aumentar la viabilidad y la 
supervivencia de las bacterias durante la 
liofilización y posterior almacenamiento 
[53, 54, 55].  
 
En otra de las investigaciones se concluye 
que el efecto de cada uno de los agentes 
de protección sobre la viabilidad de una 
cepa de laboratorio específica durante o 
después del proceso de liofilización se 
determina de manera independiente [56].  
 
Alternativamente la viabilidad de 
probióticos en los productos y 
subsecuentemente en el tracto 
gastrointestinal puede ser mejorada por la 
acción de sustancias prebióticas [13, 20, 
57].  
 
Las microcápsulas probióticas secas se 
pueden recubrir con una capa adicional 
(shell) con el fin de proteger el núcleo de 
la bacteria como en el ambiente ácido del 
estómago y evitar el efecto nocivo de las 
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sales biliares en la membrana celular. 
Este recubrimiento adicional puede ayudar 
a liberar el núcleo bacteriano en un sitio 
deseado del tracto gastrointestinal.  
 
Otros autores evaluaron la aplicación del 
método de microencapsulación por 
liofilización y atomización por enfriamiento 
(Spray Freeze Drying SFD) para obtener 
microcápsulas de de Lactobacillus 
paracesei con alta viabilidad. Emplearon 
maltodextrina y trehalosa como material 
pared. Observaron en la fase de 
congelación que la alta presión osmótica 
originada por concentraciones elevadas 
de trehalosa ayudaban a preservar la 
viabilidad del microorganismo. También 
encontraron que entre más bajo el peso 
molecular de la maltodextrina más se 
incrementó el tamaño de las perlas y 
favoreció la concentración de sólidos [8, 
58].  
 
El uso del disacárido trehalosa ha 
demostrado actuar como un excipiente de 
protección (crioprotector), mejorando la 
viabilidad celular durante la congelación el 
secado por congelación (liofilización), así 
como durante el almacenamiento de las 
bacterias liofilizadas [60, 46, 61].  
 
PERSPECTIVAS FUTURAS DE LOS 
ALIMENTOS FUNCIONALES CON 
MICROORGANISMOS PROBIÓTICOS 
MICROENCAPSULADOS 
 
El mercado de los alimentos probióticos 
es uno de los rubros más dinámicos de los 
alimentos funcionales [62], en los últimos 
años el uso de probióticos en alimentos 
comerciales ha incrementado 
considerablemente y aunque las 
principales aplicaciones se dan en 
alimentos de origen lácteo los avances en 
microbiología y especialmente las 
tecnologías de microencapsulación han 
permitido la adición de estos 
microorganismos en muchos tipos de 
matrices alimenticias en polvo y líquidas al 
favorecer la viabilidad y estabilidad de los 
microorganismos incorporados. En tal 
caso la presencia de agentes protectores 
y el equilibrio de la Aw entre el producto 
seco y el polvo probiótico juegan un papel 
determinante [63]. Existen en el mercado 
una amplia gama de alimentos con 
probióticos microencapsulados. La 
empresa Suiza Barry Callebaut ha 
incorporado Lactobacillus y 
Bifidobacterium a sus chocolates 
asegurando el mismo sabor, textura y 
sensación bucal de sus chocolates, 
sugieren que un consumo de 13.5 gramos 
de producto por día es suficiente para 
alcanzar los beneficios del alimento 
funcional [64]; la industria alimenticia ha 
desarrollado alimentos probióticos tras su 
adición en carnes, pescados y embutidos, 
jugos de frutas, mayonesa y barras de 
frutas. La empresa Attune foods en su 
gama de alimentos ha desarrollado una 
barra de chocolate probiótica con un 
aporte de un billón de células viables [64]. 
Recientemente la incorporación de 
prebióticos ha ampliado la gama de 
productos funcionales en el mercado, 
tales como zumos de fruta y bebidas 
lácteas potencialmente simbióticas con la 
combinación de Lactobacillus sp. ó 
bifidobacterias, fructo-oligosacárido o 
inulina [65]. 
En programas de seguridad alimentaria y 
nutricional, los beneficios asociados a los 
probióticos y prebióticos podrían llegar a 
gran parte de la población vulnerable 
mediante la incorporación de 
encapsulados en alimentos incluidos en 
programas de prevención o de 
suplementación tales como harinas 
fortificadas, sopas deshidratadas etc. Al 
no presentar mayores exigencias en el 
almacenamiento.   
 
CONCLUSIONES 
 
Las tendencias de desarrollo sobre la 
producción de microorganismos 
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probióticos microencapsulados se basan 
en la utilización tanto de técnicas de 
microencapsulación adecuadas como la 
elección de nuevos agentes 
encapsulantes de origen natural que 
beneficien la estabilidad y viabilidad de las 
bacterias tras un periodo de 
almacenamiento y resistencia dentro de 
diferentes matrices alimenticias y la 
óptima liberación del microencapsulado en 
el tracto gastrointestinal de quienes las 
consumen. 
 
La selección del agente encapsulante 
adecuado según la técnica de 
microencapsulación, es de vital 
importancia para preservar al 
microorganismo del efecto de las 
temperaturas extremas y otras 
condiciones adversas durante los 
tratamientos y el almacenamiento.  
 
La aplicación de agentes prebióticos como 
material encapsulante, además de 
proteger frente a condiciones adversas 
favorece la funcionalidad del 
microorganismo dentro del hospedero y 
da características simbióticas al producto 
que los contiene. 
 
La encapsulación de microorganismos 
probióticos para su adición en diversas 
matrices alimenticias se convierte en una 
alternativa para ampliar la gama de 
alimentos funcionales probióticos hasta 
ahora limitada a los derivados lácteos. 
 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
[1] SCHREZENMEIR, J. and M. VRESE.  
Probiotics, prebiotics, and symbiotic-
approaching a definition, Am J Clin Nut., 
73 (suppl), 361-364, 2001. 
 
[2] FAO.  Probióticos en los alimentos. 
Propiedades saludables y nutricionales y 
directrices para la evaluación. Estudio 
FAO alimentación y nutrición 85, 2006. 
 
[3] OLVEIRA-FUSTER, G. and 
GONZÁLEZ-MOLERO.  Probióticos y 
prebióticos en la práctica clínica, Nutr 
Hosp., 22 (suppl. 2), 26-34, 2007. 
 
[4] RANADHEERA, R. D. C. S., BAINES, 
S. K., and ADAMS, M. C.  Importance of 
food in probiotic efficacy, Food Res Int., 
43, 1–7, 2010. 
 
[5] KAILASAPATHY,  K., and RYBKA, S.  
Lactobacillus acidophilus and 
Bifidobacterium spp, Inmunol Cell Biol., 8, 
78-80, 1997. 
 
[6] KIM, SE-JIN., YONG, CHO S., HUN 
KIM, S., SONG OK-JA., SHINII-SHIK., SU 
CHA,  DONG., and PARK, HYUN JIN.  
Effect of microencapsulation on viability 
and other characteristics in Lactobacillus 
acidophilus ATCC 43121, LWT., 41, 493-
500, 2008. 
 
[7] KRASAEKOOPT, W., BHANDARI, B., 
and DEETH, H.  The influence of coating 
materials on some properties of alginate 
beads and survivability of 
microencapsulated probiotic bacteria, Int 
Dairy J., 14, 737-743, 2004. 
 
[8] SEMYONOV, D., RAMON, O., 
KAPLUN, Z., LEVIN-BRENER, L., 
GUREVICH, N., and SHIMONI, E. 
Microencapsulation of Lactobacillus 
paracasei by spray freeze drying, Food 
Res Int., 43, 193-202, 2010. 
 
[9] KUMAR, A., and SINGH, H.  Recent 
advances in microencapsulation of 
probiotics for industrial applications and 
targeted delivery, Trends Food Sci Tech, 
18, 240-251, 2007. 
 
[10] PALOU, A., and SERRA, F.  
Perspectivas europeas sobre los 
alimentos funcionales. Alim Nutr Salud., 
7(3), 76-90, 2007. 
 
Capítulo 2                                                                                                                                                        41 
 
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
[11] FARNWORTH, E.R. Probiotics and 
prebiotics.  En: Handbook of Nutraceutical 
and functional foods [RE Wildman], (Ed. 
CRC Press), 407 – 422, 2004. 
 
[12] MATEOS, J.A.  Aspectos básicos de 
la tecnología de las leches fermentadas. 
En: Alimentos Funcionales. Probióticos. 
[R.M ORTEGA, A MARCOS, J 
ARANCETA, JA MATEOS, A.M 
REQUEJO, and L. SERRA.], (Ed. Médica 
Panamericana), Cap 6, pág, 2002. 
 
[13] VASILJEVIC, Y., and SHAH, N.  
Probiotics: From Metchnikoff to bioactives. 
Review, Int Dairy J., 18, 714-728, 2008. 
 
[14] GUARNER, F.  El colon como órgano: 
hábitat de la flora bacteriana, Alim Nutr  
Salud., 7(4), 99-106, 2000. 
 
[15] MARTEAU, P., VRESE, M., 
CELLIER, C.J., and SCHREZENMEIR, J. 
Protection from gastrointestinal diseases 
with the use of probiotics, Am J Clin Nut., 
73 (suppl), 430-436, 2001. 
 
[16] SANDERS, M.E.  Considerations for 
use of probiotic bacteria to modulate 
human health, J. Nut., 130, 384-390, 
2000. 
 
[17] GUARNER, F. and MALAGELADA, 
J.R.  Ecología Intestinal: Modulación 
mediante probióticos, En: Alimentos 
Funcionales. Probióticos [R.M ORTEGA, 
A MARCOS, J ARANCETA, JA MATEOS, 
A.M REQUEJO, and L. SERRA.], (Ed. 
Médica Panamericana), Cap 4, 2002. 
 
[18] SAAVEDRA, J.M.  Clinical 
applications of probiotic agents, Am J Clin 
Nut., 73 (suppl), 1147-1151, 2005. 
 
[19] BETORET, E., BETORET, N., 
ARILLA, A., BENNÁR, M., BARRERA, 
C., CODOÑER, P., and FITO, P.  No 
invasive methodology to produce a 
probiotic low humid apple snack with 
potential effect against Helicobacter pylori, 
J Food Eng., 10, 1016, 2011. 
 
[20] ROBERFROID, M. B.  Prebiotics and 
probiotics: Are they functional foods?, Am 
J Clin Nut., 71(6), 1682–1687, 2000. 
 
[21] MINISTERIO DE LA PROTECTION 
SOCIAL.  Resolución 333 de 2011. 
Reglamento técnico sobre los requisitos 
de rotulado o etiquetado nutricional que 
deben cumplir los alimentos envasados 
para consumo humano, Bogotá, D. C, 10 
de febrero de 2011. 
 
[22] GHARSALLAOUI, A., ROUDAUT, 
G., CHAMBIN, O., VOILLEY, A., and 
SUREL, R.  Application of spray-drying in 
microencapsulation of food ingredients: An 
overview, Food Res Int., 40, 1107-1121, 
2007. 
 
[23] ADHIKARI, K., A. MUSTAPHA, L. 
GRUN and L. FERNANDO.  Viability of 
microencapsulated bifidobacteria in set 
yogurt during refrigerated storage, J Dairy 
Sci., 83(9), 1946-1951, 2000. 
 
 
[24] KAILASAPATHY, K.  Survival of free 
and encapsulated probiotic bacteria and 
their effect on the sensory properties of 
yoghurt, Lebensm Wiss Technol., 39, 
1221–1227, 2006. 
 
[25] YÁÑEZ, J., SALAZAR, J.A., 
CHAIRES, L., JIMÉNEZ, J., MÁRQUEZ, 
M., and RAMOS, E.G.  Aplicaciones 
biotecnológicas de la microencapsulación, 
Avanc Persp., 21, 313-319, 2002. 
 
[26] ANAL, A. K., and SINGH, H.  Recent 
advances in microencapsulation of 
probiotics for industrial applications and 
targeted delivery, Trends Food Sci Tech., 
18(5), 240–251, 2007. 
 
[27] WANDREY, CH., BARTKOWIAK, A., 
and HARDING, S.E.  Materials for 
Capítulo 2                                                                                                                                                        42 
 
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
Encapsulation, In: Encapsulation 
Technologies for Active Food Ingredients 
and Food Processing. [ZUIDAM, N.J., 
NEDOVIC´, V.A], © Springer New York 
Dordrecht Heidelberg London, ISBN 978-
1-4419-1007-3, Capítulo 4, 31-100, 2010. 
 
[28]  MANOJLOVIĆ, V., NEDOVIC´, V.A., 
KAILASAPATHY, K., and ZUIDAM, N.J. 
Encapsulation of Probiotics for use in 
Food Products, In: Encapsulation 
Technologies for Active Food Ingredients 
and Food Processing. [ZUIDAM, N.J., 
NEDOVIC´, V.A], © Springer New York 
Dordrecht Heidelberg London. ISBN 978-
1-4419-1007-3, Capítulo 10, 269-302, 
2010. 
 
[29] RODRIQUEZ-LLIMÓS, A.C., 
CHIAPPETTA, D., SZELIGA, M.E., 
FERNÁNDEZ, A., BREGNI, C.  
Micropartículas de alginato conteniendo 
paracetamol, Ars Pharmaceutica., 4(4), 
333-342, 2003. 
 
[30] CALERO, J., SÁNCHEZ, Y.F., 
TÓRREZ,  R., HERNANN, E., LÓPEZ, K.  
Elaboración y Caracterización de 
microcápsulas gastrorresistentes de 
Diclofenac obtenidas por Gelificación 
Iónica, Universitas., 1(2), 27-30, 2008. 
 
[31] XIU-DONG, L., WEI-TING, Y., JUN—
ZHANG, L., XIAO-JUN, M., QUAN, Y.  
Diffusion of Acetic Acid Across Oil/Water 
Interface in Emulsification-Internal 
Gelation. Process for Preparation of 
Alginate Gel Beads, Chem. Res. 
Chineseu., 23(5), 579-584, 2007. 
 
[32] ZHANG, Z., LAW, D and LIAN, G. 
Characterization methods of encapsulates, 
In: Encapsulation Technologies for Active 
Food Ingredients and Food Processing. 
[ZUIDAM, N.J., NEDOVIC´, V.A], © Springer 
New York Dordrecht Heidelberg London. 
ISBN 978-1-4419-1007-3, Capitulo 4, 101-
125, 2010. 
[33] CHÁVARRI, M.,  MARAÑÓN, I.,  
ARES, R., IBÁÑEZ B, F.C., MARZO B, 
F., VILLARÁN, M.C.  Microencapsulation 
of a probiotic and prebiotic in alginate-
chitosan capsules improves survival in 
simulated gastro-intestinal conditions, Int J 
Food Microbiol., 142, 185–189, 2010. 
 
[34] MANDAL, S., PUNIYA, A.K., and 
SINGH.  Effect of alginate concentrations 
on survival of microencapsulated 
Lactobacillus casei NCDC-298, Int Dairy 
J., 16, 1190-1195, 2006. 
 
 [35] AUDET, P., PAQUIN, C., LACROIX, 
C.  Inmmobilized growing lactic acid 
bacteria with k- carrageenan-locust bean 
gum gel, Appl Microbiol Biot., 29, 11-18, 
1998. 
 
[36] KRASAEKOOPT, W., BHANDARI, 
B., DEETH, H.  Evaluation of 
encapsulation techniques of probiotics for 
yoghurt, Int J, 13, 3-13, 2003. 
 
[37] SHEU, T., MARSHALL, R.T.  
Improving survival of culture bacteria in 
frozen dessert by microentrapment, J  
Dairy Sci., 76(7), 1902-1907, 1993.. 
 
[38] LIU, Q., MICHAEL, R.A., YU, W.X.  
Immobilization and bioactivity of glucose 
oxidase in hydrogel microspheres 
formulated by an emulsification-internal 
gelation-adsorption-polyelectrolyte coating 
method, Int J Pharm., 339, 148-156, 2007. 
 
[39] KLEIN, J., STOCK, J., VORLOP, 
K.D.  Pore size and properties of spherical 
Ca-alginate biocatalysts, Eur J Appl 
Microbiol18(1), 86-91, 1983. 
 
[40] REID, G and BURTON, J.  Use of 
Lactobacillus to prevent infection by 
pathogenic bacteria, Microbes Infect., 4(3), 
319-324, 2002. 
 
[41] OZER, B., AVNI, H, E., SENEL, M. A 
and HAYALOGLU, A. Improving the 
Capítulo 2                                                                                                                                                        43 
 
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 
 
viability of Bifidobacterium bifidum BB-12 
and Lactobacillus acidophilus LA-5 in 
white-brined cheese by 
microencapsulation, Int Dairy J., 19(1), 
22–29, 2009. 
 
[42] PEDROZA-ISLAS, R.  Alimentos 
microencapsulados: particularidades de 
los procesos para la microencapsulación 
de alimentos para larvas de especies 
acuícolas. Memorías del Sexto Simposium 
Internacional de Nutrición Acuícola. 
Cancún, Quintana Roo, México, 438-447, 
3 al 6 Septiembre, 2002.  
 
[43] ORREGO A, C.E.  Congelación y 
liofilización de alimentos, Primera edición. 
Editorial Artes Gráficas Tizan Ltda, 
Manizales, Caldas, Colombia. ISBN: 978-
958-44-4436-3, p 172, 2008. 
 
[44] PEIGHAMBARDOUST, S., 
GOLSHAN, A., & HESARI, J.  Application 
of spray drying for preservation of lactic 
acid starter cultures: a review, Trends 
Food Sci Tech., 22, 215-224, 2011. 
 
[45] KEARNEY, X.C., STANTON, C., 
KELLY, J., FITZGERALD. G.F., and 
ROSS, R.P.  Development of a spray dried 
probiotic yogurt containing Lactobacillus 
paracasei NFBC 338, Int Dairy J., 19, 684-
689, 2009. 
 
[46] LESLIE, S. B., ISRAELI, E., 
LIGHTHART, B., CROWE, J.H., and 
CROWE, L.M.  Trehalosa and sucrose 
protect both membranes and proteins in 
intact bacteria during drying, Appl Environ 
Microb., 61(10), 3592-3597, 1995. 
 
[47] TEXEIRA, P.C., CASTRO, M.H., 
MALCATA, F.X., & KIRBY, R.M.  Survival 
of Lactobacillus delbruekii ssp, bulgaricus 
following spry-drying, J Dairy Sci., 78(5), 
1025-1031, 1995. 
 
[48] FRITZEN-FREIRE, C.B, 
PRUDENCIO, E.S., AMBONI, R DMC., 
PINTO, S.S. Microencapsulation of 
bifidobacteria by spray drying in the 
presence of prebiotics, Food Res Int., 45, 
306-312, 2012. 
 
[49] CHAMPAGNE, C. P., GARDNER, N., 
BROCHU, E., and BEAULIEU, Y.  The 
freeze-drying of lactic acid bacterial. A 
review, Can I Food Sc Tech J., 24, 118–
128, 1991. 
 
[50] MAITROT, H., PAQUIN, C., 
LACROIX, C., and CHAMPAGNE, C.P.  
Production of concentrate freeze-dried 
cultures of Bifidobacterium longum i 
kappa-carrageenan locus vean gum gel, 
Biotechnol Tech., 11(7), 527-531, 1997. 
 
[51] SHAH, N.P., and RAVULA, R.R.  
Microencapsulation of probiotic bacteria 
and their survival in frozen fermented dairy 
desserts. Aust J Dairy Technol., 55(3), 
139-144, 2000. 
 
[52] TEXEIRA, P., CASTRO, H., and 
KIRBY, R.M.  Evidence of membrane lipid 
oxidation of spray-dried Lactobacillus 
bulkgaricus  during storage, Lett Appl 
Microbiol., 22(1), 34-38, 1996. 
 
[53] DE VALDEZ, G.F., DEGIORI, G. S., 
HOLGADO, A. A. P. D., and OLIVER, G.  
Protective effect of adonitol on lactic-acid 
bacteria subjected to freeze-drying, Appl 
Environ Microb., 45(1), 302–304, 1993. 
 
[54] HAMOUDI, L., GOULET, J., and 
RATTI, C.  Effect of protective agents on 
the viability of Geotrichum candidum 
during freeze-drying and storage, J food 
Sci., 72(2), 45-49, 2007. 
 
[55] SELMER-OLSEN,  E., BIRKELAND, 
S.E., and SØRHAUG, T.  Effect of 
protective solutes on leakage from and 
survival of inmmovilized Lactobacillus 
Capítulo 2                                                                                                                                                        44 
 
 
subjected to drying, storage and 
rehydratation, J Appl Microbiol., 87(3), 
429-437, 1999. 
 
[56] CARVALHO, A.S., SILVA, J., HO, P., 
TEIXEIRA, P., MALCATA, F.X., &  
GIBBS, P. Relevant factors for the 
preparation of freeze-dried lacti acid 
bacteria, Int Dairy J., 14(10), 835-847, 
2004. 
 
[57] QUIGLEY, E. M.  Prebiotics and 
probiotics; modifying and mining the 
microbiota. Aliment Pharm Cent., 6, 213–
218, 2010. 
 
[58] OLDENHOF, H., WOLKERS, W. F., 
FONSECA, F., PASSOT, S. P., and 
MARIN, M.  Effect of sucrose and 
maltodextrin on the physical properties 
and survival of air-dried Lactobacillus  
bulgaricus: An in situ Fourier transform 
infrared spectroscopy study, Biotechnol 
Progr., 21(3), 885–892, 2005. 
 
[59] TAYLOR, L, S., and ZOGRAFI, G.  
Sugar-plymer hydrogen bond interactions 
in lyophilized amorphus mixtures, J Pharm 
Sci-US., 87(12), 1615-1621, 1998. 
 
[60] CROWE, L. M., CROWE, J. H., 
RUDOLPH, A., WOMERSLEY, C., and 
APPEL, L.  Preservation of freeze-dried 
liposomes by trehalose, Arch Biochem 
Biophys., 242(1), 240–247, 1985. 
 
[61] PATIST, A., and ZOERB, H.  
Preservation mechanisms of trehalose in 
food and biosystems colloids and Surfaces 
B, Biointerfaces., 40(2), 107–113, 2005. 
 
[62] SAXELIN,  M.  Probiotic formulations 
and applications, 4. the current probiotics 
market, and changes in the marketplace: a 
European perspective, Clin Infect Dis., 46 
(Suppl 2), 76-79, 2008. 
 
[63] MAKINEN, K., BERGER, B., BEL-
RHLID, R., ANANTA, E.  Science and 
technology for the mastership of probiotic 
applications in food products, J. 
Biotechnol., 162(4), 356-365, 2012. 
 
[64] TERRA CACAO.  Discover the purest 
chocolate ever created. Berry Callebaut. 
Available: http://www.barry-
callebaut.com/1468 [sin fecha de citación]. 
 
[65] NAZZARO, F., FRATIANN, I.F., 
SADA, A., ORLANDO, P.  Symbiotic 
potential of carrot juice supplemented with 
Lactobacillus spp. and inulina or 
fructooligosaccharides, J. Sci Food Agric., 
88, 2271-2276, 2008. 
Capítulo 3   Revista VITAE  2012;  19(Supl 1): S186-188.                                                                        45      
 
3. Capítulo 3 
MICROENCAPSULACIÓN DE PROBIÓTICOS MEDIANTE SECADO POR 
ASPERSIÓN EN PRESENCIA DE PREBIÓTICOS 
 
MICROENCAPSULATION OF PROBIOTIC BY SPRAY DRYING IN THE 
PRESENCE OF PREBIOTIC. 
 
Sneyder RODRÍGUEZ-BARONA
1
 ,
 
Luz Mary MONTES
3
 , Diógenes De Jesús 
RAMÍREZ
3
 
RESUMEN 
 
Se evaluó el efecto del uso de inulina y fructo-oligosacárido como material pared en la 
encapsulación mediante secado por aspersión de Lactobacillus casei y Lactobacillus 
rhamnosus. Suspensiones de maltodextrina con y sin prebiótico con un contenido de sólidos 
totales de 25% (p/v), fueron inoculadas con 10
11
 UFC/mL de probiótico y atomizadas en un 
secador por aspersión. Se determinó el rendimiento de encapsulación y la viabilidad del 
microorganismo (LogUFC/g) durante el almacenamiento de las muestras encapsuladas 
empacadas a vacío y almacenado a temperatura ambiente.  
 
Palabras clave: prebiótico, probiótico, micro-encapsulación, secado por aspersión. 
 
ABSTRACT  
In this study, the effect of using inulin and fructo-oligosaccharide as wall materials for 
encapsulation by spray drying of Lactobacillus casei and Lactobacillus rhamnosus was 
evaluated. Suspensions with and without prebiotic maltodextrin with a total solids content of 
25% (w / v), were inoculated with 10
11
 CFU / mL of probiotic and atomized in a spray dryer. 
The encapsulation yield and viability of the microorganisms (LogCFU/g) were determined 
during storage of the encapsulated samples packaged under vacuum and stored at room 
temperature.  
 
Keywords: prebiotic, probiotic, microencapsulation, spray dryer 
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INTRODUCCIÓN 
 
En alimentos funcionales probióticos la viabilidad de los microorganismos se ve afectada por 
factores medioambientales (1). La tecnología de la micro-encapsulación al proteger las 
sustancias activas mediante una barrera física puede favorecer la supervivencia de los 
microorganismos (2). El secado por aspersión es considerado un método adecuado para la 
estabilización de probióticos, pero las altas temperaturas aplicadas sugieren el uso de 
sustancias termo-protectoras para mantener la viabilidad (3). Los prebióticos en combinación 
con el material pared, podrían actuar como agentes termo-protectores (4-5).  
 
El objetivo de la presente investigación fue evaluar el efecto de la adición de agentes 
prebióticos (inulina y FOS) sobre la viabilidad de L. casei y L. rhamnosus microencapsulados 
por secado por aspersión, durante 21 días de almacenamiento a temperatura ambiente.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Cultivos bacterianos 
Cepas de Lactobacillus casei ATCC-393 y Lactobaccilllus rhamnosus ATCC 9469 fueron 
cultivadas en medio MRS (Scharlau, S.L España). La biomasa se obtuvo luego de 24 horas en 
crecimiento a 37°C. Las células fueron recuperadas por centrifugación (5000 rpm) a 4°C. Los 
recuentos en las suspensiones y en el material encapsulado se realizaron mediante siembra en 
agar MRS con azul de anilina (0.1%) e incubados en condiciones micro-aerofílicas a 37°C. 
 
Preparación de suspensiones 
 
Como material pared se empleó maltodextrina, inulina y Fructo-oligosacarido (FOS) 
Nutraflora® corn productos Andina. Las suspensiones del material pared fueron preparadas 
con maltodextrina y en una relación 1:1 (p/p) se adicionó prebiótico: microorganismo.  
 
Secado por aspersión 
Las suspensiones inoculadas fueron sometidas a secado por aspersión con un Miny Spray 
Dryer  (B-191, Büchi Labortechnik AG, Switzerland) con entrada de aire a una temperatura 
de 80±5ºC, temperatura de salida 48±3ºC, rendimiento de la bomba 0.05%, rendimiento del 
aspirador 75% y flujo de aire 600NL/h.  
Caracterización física 
La morfología y tamaño de las micro-cápsulas fueron determinadas mediante un microscopio 
electrónico E-SEM marca Philips Modelo XL30. El contenido de humedad (base seca) y 
actividad de agua de las muestras fueron determinados en una balanza analizador de humedad 
por infrarojo MOC-120H (Shimadzu, Made in Japan) y en un higrómetro de punto de rocío 
Thermoconstanter TH200 (Novasina, Switzerland) respectivamente. 
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Ensayos de supervivencia y recuento de los microorganismos 
Las bacterias encapsuladas fueron almacenadas en bolsas metalizadas, empacadas al vacío y 
conservadas a temperatura ambiente (20 °C) durante 21 días. Se determinó el rendimiento de 
la encapsulación (RE) según la ecuación 1 y periódicamente se realizó recuento de viables y 
caracterización físico-química (6). 
RE= (N/No) x 100 (Ec.1) 
Dónde: N y No son el número de células viables encapsuladas y las inoculadas, 
respectivamente. 
Análisis estadístico 
Los resultados son presentados como la media±desviación estándar de las réplicas 
determinadas. Los datos fueron analizados ANOVA con análisis de medidas repetidas. La 
significancia estadística fue a p<0.05. Se usó el software R Development Core Team (7). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
La estabilidad y viabilidad de los microorganismos micro-encapsulados mediante secado por 
aspersión, está condicionada a diversos factores. La actividad de agua de los polvos pese a su 
alta higroscopicidad permaneció estable durante el almacenamiento (0.36 ±0.3 para L. casei y 
0.36±0.1 para L .rhamnosus) lo cual contribuye a la estabilidad, sin embargo podría ser 
afectado por el tamaño de partícula al relacionar la superficie externa frente a la adsorción de 
agua del ambiente (6). Las figuras 3-1 y 3-2 muestran las micrografías de E-SEM de algunos 
micro-encapsulados obtenidos, se observa en ellos una forma esférica y tamaños de 5.21±4.16 
µm en promedio. Las superficies externas no muestran fisuras lo cual garantiza la protección 
y baja permeabilidad a los gases, con concavidades típicas de los materiales producidos por 
secado por aspersión debida al encogimiento que tiene lugar durante el proceso, en nuestro 
caso las temperaturas aplicadas (80±5ºC) estarían favoreciendo esta situación pues otros 
estudios reportan tratamientos con temperaturas superiores a 120°C (6-8). El agente 
encapsulante no afecto la morfología lo cual coincide  con algunos autores (8). La humedad 
de las muestras no presentó diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo son más 
altas que algunas reportadas, debido posiblemente a la temperatura de secado (9). 
 
Las figuras 3-3 y 3-4 muestran un progresivo descenso en la viabilidad de los 
microorganismos durante el almacenamiento. El análisis estadístico con la viabilidad como 
razón N/N0, mostró diferencias estadísticas entre el efecto sobre la viabilidad del uso de 
prebióticos en la encapsulación de los microorganismos estudiados (p=0.07). Sin embargo la 
interacción entre el prebiótico y el microorganismo no fue significativa. La interacción entre 
la viabilidad del microorganismo y el tiempo de almacenamiento fue significativa (p=0.033). 
Estos resultados coinciden con los reportados por algunos autores que  muestran que la co-
encapsulación de probióticos con prebióticos incrementa la viabilidad del microorganismo (2-
3-5). 
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Figura 3-1 Micrografías E-SEM de L. 
casei microencapsulado mediante secado 
por aspersión, sin adición de prebiótico 
en el material pared 
 
Figura 3-2 Micrografías E-SEM de L. 
casei microencapsulado mediante secado 
por aspersión, con adición de prebiótico 
en el material pared. 
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Figura 3-4 Estabilidad de L. rhamnosus 
microencapsulado con y sin prebióticos 
durante 21 días a temperatura ambiente 
 
CONCLUSIONES 
 
El presente estudio demostró que existen diferencias en la viabilidad de los 
microorganismos micro-encapsulados con y sin agentes prebióticos, evidenciando para L. 
rhamnosus mayor porcentaje de viabilidad en el tiempo. Las características físico-químicas 
y morfológicas obtenidas a las condiciones de secado aplicadas, podrán conferir a los 
polvos obtenidos, estabilidad superior a 21 días de almacenamiento. 
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4. Capítulo 4 
 
CARACTERIZACIÓN FÍSICA DE 
MICROENCAPSULADOS PROBIÓTICOS  
SECADOS POR ASPERSIÓN 
 
Introducción 
La caracterización física de materiales bioactivos microencapsulados en este caso 
microorganismos probióticos con sustancias poliméricas, permite evaluar 
complementariamente la viabilidad y la estabilidad del producto después del proceso 
tecnológico aplicado y durante el almacenamiento.  Aporta además herramientas para predecir 
las características y el comportamiento que presentarán los polvos de encapsulados al ser 
incorporados en matrices alimenticias para la elaboración de productos con cualidades  
funcionales. Por otro lado, permite evaluar el grado de afectación de las propiedades físicas de 
los microencapsulados obtenidos mediante diferentes  técnicas de encapsulación y de esta 
manera seleccionar las mejores tecnologías y materiales. Por tales razones, el objetivo 
planteado al realizar la caracterización física de los polvos obtenidos de la encapsulación de 
bacterias probióticas mediante la tecnología de secado por aspersión es determinar cómo estás 
características están relacionadas con la estabilidad del material y a su vez, a futuro tener 
herramientas para predecir cómo será su comportamiento al ser adicionado a diversas 
matrices alimenticias durante el almacenamiento. 
Materiales y métodos 
Producción y recuperación de la biomasa 
Para la microencapsulación de cepas probióticas mediante secado por aspersión se emplearon 
las cepas liofilizadas de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobaccilllus rhamnosus ATCC 
9469 obtenidas a través de una casa comercial. Estas fueron previamente activadas en caldo 
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MRS (Scharlau, S.L España). La biomasa para los ensayos con cada microorganismo fue 
obtenida luego de un proceso de fermentación en caldo MRS a 37°C y cosechada una vez 
alcanzada la fase estacionaria de crecimiento aproximadamente a las 9 horas. Esta fue 
cosechada por centrifugación (5000 rpm) a 4°C y posteriormente lavada con NaCl al 0.85% 
para su uso.  
Preparación de las suspensiones 
El agente encapsulante empleado fue maltodextrina (DE 19-20) y como prebióticos se usaron 
inulina comercial y fructo-oligosacárido (FOS) Nutraflora® corn productos Andina. Las 
suspensiones del material pared fueron preparadas con maltodextrina y en una relación 1:1 
(p/v) se adicionó prebiótico:microorganismo; en todos los casos las suspensiones tenían un 
25% de sólidos totales. La biomasa adicionada a las suspensiones fue aproximadamente de 
10
9
 UFC/mL. 
Secado por aspersión 
Las suspensiones inoculadas fueron sometidas a secado por aspersión con un Miny Spray 
Dryer  (B-191, Büchi Labortechnik AG, Switzerland) con entrada de aire a una temperatura 
de 80±5ºC, temperatura de salida 48±3ºC, rendimiento de la bomba 0.05%, rendimiento del 
aspirador 75%, flujo de alimentación 6mL/min y flujo de aire 600NL/h (90mL/h).  
 
 
Las suspensiones fueron mantenidas en agitación constante a temperatura ambiente y se 
alimentó el equipo mediante un flujo de 6mL/min a través de la bomba peristáltica. Las 
muestras en polvo deshidratadas fueron tomadas del recipiente recolector con la ayuda de una 
espátula estéril e inmediatamente almacenadas en bolsas de material metalizado biorientado 
de barrera media (Bopp metalizado/Pa/Pe), empacadas al vacío y conservado a temperatura 
ambiente (20°C±2) hasta su uso. 
 
 
Las microcápsulas obtenidas fueron caracterizadas en relación a sus propiedades físicas como 
contenido de humedad (base seca), actividad de agua; propiedades estructurales como 
morfología, tamaño de partícula; propiedades de rehidratación como solubilidad, 
higroscopicidad, humectabilidad y propiedades térmicas (TGA). Todas las propiedades fueron 
analizadas por triplicado. 
Propiedades físicas y de rehidratación de las microcápsulas 
- Morfología y tamaño de partícula 
La morfología y el tamaño de partícula de las microcápsulas fueron observadas con un 
microscopio electrónico tipo E-SEM (enviromental scanning electron microscopy) marca 
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Philips Modelo XL30 con  un voltaje de aceleración de 30kV [Acc.V], presión de 0.8 Torr y 
magnificaciones de 1000, 2000 y 4000X (Rodríguez-Barona et al., 2012). El tamaño de 
partícula reportado corresponde a la media de 50 microcápsulas. 
 
 
- Humedad  
 
El contenido de humedad de los polvos probióticos microencapsuladas se determinó en  una 
balanza analizador de humedad por infrarojo MOC-120H (Shimadzu, Made in Japan) a 100°C 
desde un rango de medición de 0.01-100.00%. Se expresó en porcentaje base seca [% bs]. 
- Actividad de agua 
La actividad de agua fue medida usando un higrómetro de punto de rocío Thermoconstanter 
TH200 (Novasina, Switzerland) previamente calibrado.  
- Solubilidad 
La solubilidad se obtuvo al disolver 1 g de muestra en 100 mL de agua destilada, esta 
solución se mantuvo durante 5 minutos a una temperatura de 30±2°C a 120 rpm en una placa 
de calentamiento C-MAG H57 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany). La suspensión se 
centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos, se tomó una alícuota de 25 mL del líquido 
sobrenadante y se transfirió a una caja petri previamente pesada; se llevó a una estufa a 105°C 
por 5 h hasta que alcanzó peso constante. Los sólidos recuperados se pesaron después del 
secado (mf) y se calculó el porcentaje de solubilidad con la diferencia de pesos mediante la 
ecuación (1) [24, 25]. 
 
 
   
Donde, mi es 0,25 g. 
- Higroscopicidad 
Las muestras en polvo de aproximadamente 1 g se colocaron sobre una malla de poro fino 
para evitar la fuga del material. Este montaje fue ubicado en un recipiente de vidrio hermético 
con solución saturada de NaCl (75,3% de HR) durante una semana a 25°C en incubadora 
análoga marca BINDER (Memmert). Después de 1 semana, las muestras se pesaron. La 
higroscopicidad se expresó como g de humedad adsorbida por 100 g de sólidos secos (g 100 
g
-1
) (Fritzen-Freire et al., 2012). 
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- Humectabilidad 
El tiempo de humectación de los polvos microencapsulados fue determinado por el método de 
humectación estática (Freudig et al., 1999) modificada (Ceballos et al., 2012) al usar un 
dispositivo en acrílico de 5cmx5cm diseñado en el Instituto de Biotecnología y Agroindustria 
de la Universidad Nacional Sede Manizales (figura 4-1). Una cantidad de polvo (1 g) se 
colocó en una placa removible que cubre un depósito de agua, el cual al ser retirada la capa de 
polvo sin perturbación se pone en contacto con el agua. El tiempo de humectación expresado 
en minutos corresponde al tiempo que se tarda la inmersión completa de un 1 g muestra de 
polvo depositado suavemente sobre 100 mL de agua a 20°C. 
 
 
 
Figura 4-1 Dispositivo para la prueba de humectación estática [Ceballos et al., 2011] 
Propiedades térmicas (TGA) 
- Termogravimetría 
Utilizando un analizador térmico Q500 V6.3 build 189 de TA Instruments, se medió la 
pérdida de peso de los polvos probióticos microencapsulados en un intervalo de temperaturas 
comprendido entre 25 y 300 °C, a una velocidad de calentamiento de 10ºC min
–1
, bajo flujo 
de nitrógeno de 50 cm
3
 min
-1
 (Fritzen-Freire et al., 2012). 
Análisis estadístico 
Se aplicó un diseño experimental de un factor completamente aleatorizado con tres réplicas. 
Los resultados son presentados como la media±desviación estándar de las réplicas 
determinadas. Los datos fueron analizados mediante ANOVA con significancia estadística de 
p valor<0.05. Los tratamientos fueron sin prebiótico como control y con prebióticos inulina y 
FOS (25% p/v) para cada microorganismo. Se usó el software R Development Core Team. 
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Resultados y discusión 
Propiedades físicas de las microcápsulas 
Las figuras 4-2, 4-3 y 4-4 muestran las micrografías de los encapsulados de L. casei y L. 
rhamnosus obtenidos con diferentes agentes encapsulantes. Las micrografías muestran una 
forma esférica con algunas concavidades típicas de materiales deshidratados, en general 
bastante regular si se comparan con algunas reportadas por diversos autores obtenidas 
mediante el mismo proceso de secado (Lian et al., 2002; Fritzen-Freire et al., 2012). Esta 
regularidad en la superficie de las cápsulas es debida muy probablemente al bajo impacto de 
la temperatura aplicada durante el proceso (80°C±5ºC). Varios investigadores reportan que la 
rápida evaporación del agua y las altas temperaturas aplicadas durante el secado (150-170°C) 
generan concavidades y grietas en la superficie de las partículas atomizadas, atribuidas al 
encogimiento de las partículas durante el proceso de secado (Fritzen-Freire et al., 2012; Saénz 
et al., 2009). No se observaron microorganismos libres en la superficie de las cápsulas, como 
es típico de este tipo de encapsulación contrario a la que se observa en las cápsulas obtenidas 
por encapsulación con alginatos (Kim et al., 2008). 
 
A.                                                                               B. 
  
Figura 4-2 Imágenes ESEM Secado por aspersión Sin prebiótico, A. L. casei- B. L. rhamnosus 
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A.                                                                               B. 
 
Figura 4-3 Imágenes ESEM Secado por aspersión inulina. A. L. rhamnosus-B. L. casei 
 A.                                                                                      B. 
 
Figura 4-4 Imágenes ESEM Secado por aspersión FOS. A L. rhamnosus-B. L. casei 
 
La estructura física de las microcápsulas obtenidas puede contribuir de manera significativa 
en la estabilidad y viabilidad de los microorganismos encapsulados durante el 
almacenamiento y tras su incorporación en matrices alimenticias, pues la ausencia de grietas 
retrasaría la permeabilidad a gases y aumento en la protección de los probióticos. Entre las 
micrografías de los encapsulados con prebióticos (inulina y FOS) figuras 4-3 y 4-4, no se 
observan diferencias significativas (p>0.05) en la morfología esto indica que el agente 
encapsulante y el tipo de microorganismo no afecta la morfología, resultados similares fueron 
reportados por Fritzen-Freire et al., 2012 y Desmond et al., 2002.  
 
 
Sheu and Rosenberg, 1998 encapsularon probióticos mediante secado por aspersión aplicando 
como material pared maltodextrina (DE 5-10-15) y proteínas de suero en diferentes relaciones 
y concluyen que la estructura de las microcápsulas se ve afectada por el peso molecular del 
carbohidrato y por la relación de mezclas con otros solutos. Afirman además que las cápsulas 
con carbohidratos de bajo peso molecular presentan superficies dentadas mientras que las de 
mayor peso molecular las superficies son más lisas. Estas observaciones, aunque contrarias a 
las observadas en el presente estudio y algunas reportadas por otros autores, permiten concluir 
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acerca del efecto del material pared (tamaño, peso molecular, características físico-químicas) 
y condiciones de proceso, en la forma, apariencia y tamaño de las cápsulas y en consecuencia 
en la estabilidad del producto encapsulado (19-20).  
 
 
En esta investigación el tamaño de las partículas obtenidas osciló entre 5 y 10 m (tabla  
4-1), muy pequeños si se comparan con los reportados para microcápsulas obtenidas por 
secado por aspersión (entre 10 y 100m) y sin diferencias significativas (p>0.05) entre las 
muestras encapsuladas con y sin prebiótico. Algunos autores reportan que el tamaño 
molecular de las partículas microencapsuladas está directamente relacionado con el tamaño 
molar de los constituyentes del material pared (Bosscher et al, 2006) tal es el caso de las 
microcápsulas obtenidas con leche descremada, las cuales presentan tamaños promedio de 
18±5m (Fritzen-Freire et al., 20012).  
 
 
Comparativamente entre los microencapsulados sin prebiótico y  con presencia de inulina y 
FOS no se obtienen diferencias estadísticamente significativas (p>0.05) entre los tamaños 
obtenidos (p<0.05) (tabla 4-1). Los microencapsulados con prebiótico se esperarían con un 
tamaño de partícula mayor por tratarse de una estructura más de tipo polimérico lineal  con 
presencia de varios azúcares libres, mayor para la inulina y menor para el FOS (Madrigal y 
Sangronis, 2007), pero estas estructuras por ser de cadenas cortas tienen menor masa 
molecular.  
 
 
Tabla 4-1 Tamaño de cápsula de las muestras obtenidas en el secado por aspersión 
 
Microorganismo Sin prebiótico Inulina FOS 
L. casei [µm] 6.28 ± 1.99 6.33 ± 1.97 7.17 ± 1.50 
L. rhamnosus [µm] 7.98 ± 2.30 6.86 ± 1.64 6.91 ± 2.76 
  Valores medios ± la D.E, n=50 
 
Las tablas 4-2 y 4-3 muestran los valores obtenidos en la caracterización física de las 
microcápsulas obtenidas en el secado por aspersión con y sin prebióticos para L. casei y L. 
rhamnosus respectivamente. Las cápsulas obtenidas sin prebiótico mostraron más bajos 
contenidos de humedad (6.2 ±0.2%) que las obtenidas con prebiótico (6.8% en promedio), en 
ambos casos los valores fueron mayores a los reportados por otros investigadores, cuyas 
condiciones de secado fueron dadas a mayores temperaturas (Corcoran et al., 2004). Los 
alimentos en polvo requieren de contenidos de humedad menores al 4% para asegurar su 
estabilidad (Corcoran et al., 2004) en nuestro caso todas las muestras obtenidas presentaron 
valores próximos al 6% probablemente debido a las temperaturas (Tint 80°C±5, Tout 41±5°C) a 
las que se condujeron los ensayos en el secador. Este parámetro podría poner en riesgo la 
estabilidad del producto y requerir de materiales de empaque y condiciones estrictas de 
almacenamiento que aseguren su estabilidad (Corcoran et al., 2004), esta situación sin 
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embargo estaría condicionada a los análisis termogravimétricos que darían respuesta al 
comportamiento de los materiales bajo diversas condiciones. La actividad de agua, sin 
embargo, arrojó valores próximos a 0.3, que de acuerdo con varios autores es muy positivo 
para la estabilidad de los polvos al presentar menos agua libre disponible para reacciones 
bioquímicas y por lo tanto favorecer la vida útil del producto. 
 
 
El tiempo requerido por los polvos para humectarse en agua fue mayor para las muestras 
microencapsuladas con prebióticos. Esta humectabilidad está relacionada con la longitud y 
tamaño de los biopolímeros, por lo tanto cadenas más cortas son mucho más humectables. Las 
muestras sin prebiótico para ambos microorganismos presentaron tiempos más bajos de 
humectabilidad seguidos de las muestras con prebióticos (FOS e inulina respectivamente).  
 
 
Estos resultados son comparables con los obtenidos en el porcentaje de solubilidad (tablas 4-
2, 4-3) los cuales presentaron similar comportamiento. Los valores de higroscopicidad no 
presentan diferencias significativas (p>0.05)  salvo para las muestras de L. casei encapsuladas 
con FOS para lo cual no hay una justificación, pues la diferencia en higroscopicidad de las 
muestras podría ser atribuida al tamaño de partícula y al área superficial  de absorción, 
también se reporta el incremento de la higroscopicidad en agentes con más baja masa 
molecular (Tonon et al., 2009) y por tanto con cadenas más cortas, sin embargo esto no se 
hace evidente en el presente estudio.  
 
Tabla 4-2 Propiedades físicas y de rehidratación de las microcápsulas con L. casei 
 
Variable 
Lactobacillus casei 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Contenido de humedad [% bs]  6.20 ± 0.10 6.37 ± 0.06 7.30 ± 0.10 
Actividad de agua [Aw] 0.30 ± 0.01 0.32 ± 0.00 0.34 ±0.01 
Higroscopicidad [g humedad/100g de sólido seco] 7.82 ± 0.20 7.29 ± 0.23 9.03 ±0.077 
Humectabilidad [min] 4.10 ± 0.15 6.33 ± 0.23 4.75 ± 0.17 
Solubilidad [%] 90.87 ± 0.42 85.95 ± 0.46 88.66 ± 0.67 
           Valores medios ± la D.E, n=3 
 
Tabla 4-3 Propiedades físicas y de rehidratación de las microcápsulas con L. rhamnosus  
 
Variable 
Lactobacillus rhamnosus 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Contenido de humedad [% bs] 6.07 ± 0.06 7.03 ± 0.06 6.6 ± 0.01 
Actividad de agua [Aw] 0.30 ± 0.01 0.38 ± 0.01 0.31 ± 0.01 
Higroscopicidad [g humedad/100g de sólido seco] 9.10 ± 0.05 8.91 ± 0.13 9.49 ± 0.26 
Humectabilidad [min] 3.13 ± 0.13 4.52 ± 0.15 8.1 ± 0.22 
Solubilidad [%] 96.63 ± 0.58 94.24 ± 0.57 94.56 ± 0.61 
               Valores medios ± la D.E, n=3 
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En las curvas de los análisis termogravimétricos (TGA) se observaron dos estados 
diferenciados. La primera etapa correspondiente a la pérdida de masa se refiere a la pérdida de 
humedad (entre 30 y 110°C) por encima de este rango en la segunda etapa de pérdida de masa 
corresponde a los procesos de descomposición de los componentes de las microcápsulas. La 
temperatura de descomposición para el FOS se registra cerca a los 240°C, inulina 150°C y sin 
prebiótico (maltodextrina) 220°C.  Para el caso de la inulina esa degradación se da como 
consecuencia de la ruptura y la formación de cadenas cortas de fructosa (Fritzen-Freire et al., 
2012).  
 
Figura 4-5 Curvas de TGA de material encapsulado con prebiótico FOS (A),  e Inulina (B) y sin 
prebiótico (maltodextrina) (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
C 
B 
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Conclusiones 
La morfología y tamaño de partícula de los polvos de microencapsulados se vieron afectadas 
por la temperatura del proceso al generar microcapsulas de forma regular y con ausencia de 
grietas características de productos deshidratados. Este factor podría favorecer de manera 
considerable la estabilidad de los microencapsulados al retrasar la permeabilidad a los gases. 
Consecuencia también del efecto de la temperatura aplicada en el proceso fue la humedad de 
los polvos con valores próximos al 7%, lo cual podría convertirse en un factor de riesgo en la 
estabilidad del producto encapsulado. 
 
 
No se observaron diferencias significativas (p>0.05)  en el efecto de la composición del 
material pared sobre la estructura y apariencia.  
 
 
Los valores de actividad de agua obtenidos en el material microencapsulado favorecen la 
estabilidad al presentar menos agua libre disponible para reacciones bioquímicas. 
 
 
Las microcápsulas en presencia de agentes prebióticos incrementan el tiempo de humectación 
y consecuentemente el contenido de humedad e higroscopicidad. 
 
 
Los resultados del análisis termogravimétrico muestran un incremento en la estabilidad del 
material con prebióticos y por ende la viabilidad de los microorganismos encapsulados. 
Estudios complementarios en este aspecto darían herramientas para la mayor comprensión de 
la estabilidad del producto durante el almacenamiento y su aplicación en matrices 
alimentarias. 
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RESUMEN 
 
El presente estudio se enfoca en el impacto de la aplicación de agentes prebióticos en mezcla 
con maltodextrina, sobre la viabilidad de las cepas probióticas Lactobacillus casei ATCC 393 
y Lactobacilllus rhamnosus ATCC 9469 encapsulados mediante liofilización. Suspensiones 
de inulina y fructo-oligosacárido (FOS) en mezcla con maltodextrina con un contenido de 
sólidos totales de 25% (p/v) fueron inoculadas con 10
9 
a 10
10 
UFC/mL de probióticos y 
secados por liofilización. Se determinó la viabilidad de los microorganismos (LogUFC/g) 
después del proceso y periódicamente durante el almacenamiento en las muestras empacadas 
a vacío y almacenadas a temperatura ambiente. Adicionalmente se realizó la caracterización 
de los polvos encapsulados considerando higroscopicidad, humectabilidad, solubilidad y 
estructura. Los valores de humedad y actividad de agua fueron tomados como criterio de 
evaluación de la estabilidad y adicionalmente recuentos no menores a 10
6 
UFC/g. 
 
Los parámetros evaluados (sin y con prebiótico) mostraron porcentajes significativos de 
viabilidad (p<0.05) después del proceso en encapsulados con prebiótico. Entre los 
microorganismos evaluados L. casei y L. rhamnosus las diferencias en la estabilidad durante 
el almacenamiento fueron estadísticamente significativas (p<0.05). Para L. rhamnosus  se 
establecieron diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, siendo inulina  el 
prebiótico con  mayor efecto sobre el porcentaje de supervivencia (73%) hasta las 14 semanas 
de almacenamiento a temperatura ambiente, tiempo durante el cual permaneció estable el 
producto. 
 
Palabras clave: prebiótico, probiótico, encapsulación, liofilización.
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ABSTRACT 
 
This study focuses on the impact of the application of agents in mixture with maltodextrin 
prebiotics on viability of probiotic strains Lactobacillus casei  ATCC 393 and Lactobacillus 
rhamnosus ATCC 9469 encapsulated by freeze drying. Suspensions inulin and fructo-
oligosaccharide (FOS) mixture with maltodextrin having a total solids content of 25% (w / v) 
were inoculated with 10
9
 to 10
10
 CFU/ mL of probiotics and dried by freeze-drying. Was 
determined the viability of the microorganisms (LogCFU/ g) after processing and during 
storage periodically in samples vacuum packed and stored at room temperature. Further 
characterization was carried physical considering encapsulated powders humidity, water 
activity, hygroscopicity, wettability, solubility and structure. The values of moisture and 
water activity were taken as criterion for evaluating the stability and no further counts below 
10
6
 CFU /g. 
The parameters evaluated (without and with prebiotic) showed significant percentages of 
viability (p <0.05) after the process in encapsulated with prebiotic. Among the 
microorganisms tested L. casei and L. rhamnosus differences in the storage stability were 
statistically significant (p <0.05). For L. rhamnosus established significant differences (p 
<0.05) between the treatments, with the prebiotic inulin with greater effect on the survival 
rate (73%) up 14 weeks of storage at room temperature, during which time the product was 
stable. 
Keywords: prebiotic, probiotic, microencapsulation, freeze drying. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
La microencapsulación protege a los materiales retenidos de factores como el calor y la 
humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad [1] reduciendo el daño celular al 
retener las células dentro de materiales encapsulantes [2], también se ha utilizado para 
mejorar el sabor y la estabilidad de medicamentos y como barrera contra malos olores y 
sabores [3, 4]. La encapsulación de bacterias probióticas las protege de los bacteriófagos y de 
los ambientes adversos, como la congelación, acidez, desecación y ante el efecto de 
soluciones gástricas tras el consumo, además de favorecer su viabilidad y estabilidad en 
matrices alimenticias en la formulación de alimentos funcionales [5, 6]. 
 
 
Numerosas investigaciones han sido reportadas acerca de la aplicación del método de 
liofilización de microorganismos en la preservación y actividad de la población inicial [1, 6, 
7]. La tecnología de liofilización favorece la encapsulación de materiales biológicos al reducir 
la velocidad de las reacciones químicas y la degradación por calor [1, 8]. Se han reportado 
muchos factores como responsables de la supervivencia microbiana durante y después del 
liofilizado, entre ellos, la especie bacteriana, el estado fisiológico, la densidad celular, efecto 
de protectores, tasas de congelación y otros parámetros de proceso, así como la rehidratación 
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[6, 9, 10, 11, 12]. El efecto de estos parámetros puede causar daño celular y reducción de la 
viabilidad y actividad microbiana en varios grados [8, 13] induciendo a  cambios en el estado 
físico de la membrana lipídica y la estructura de las proteínas [14, 14a, 14b]. 
 
 
Alternativamente para incrementar la viabilidad durante la liofilización, el almacenamiento de 
los encapsulados probióticos y subsecuentemente en el tracto gastrointestinal, se adicionan 
agentes crioprotectantes (sacáridos y polioles) y otros solutos compatibles (adonitol, betaina, 
glicerol y leche en polvo) [15, 16, 17]. La aplicación de sustancias prebióticas tipo 
oligosacáridos ha sido también sugerida por sus cualidades de protección y beneficios sobre el 
crecimiento y actividad de microorganismos deseables del intestino [18, 19, 20]. Algunos 
autores sugieren que el efecto de agentes de protección en la microencapsulación por 
liofilización sobre la viabilidad de una cepa bacteriana específica durante o después del 
proceso de liofilización deberá ser evaluada de manera independiente [9, 21]. 
 
 
Este trabajo contribuye al estudio y aplicación de la tecnología de liofilización en la 
encapsulación de las cepas probióticas L. casei y L. rhamnosus con agentes prebióticos, 
acerca del cual no se reportan en la literatura aportes sustanciales con respecto a la viabilidad 
y estabilidad del producto durante el almacenamiento. Por lo anterior el objetivo de la 
presente investigación fue evaluar el efecto de la adición de agentes prebióticos (inulina y 
FOS) sobre la viabilidad de las cepas L. casei y L. rhamnosus encapsulados por liofilización 
durante su  almacenamiento a temperatura ambiente.  
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Producción de la biomasa 
 
Cepas de Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobaccilllus rhamnosus ATCC 9469 fueron 
reconstituidas en caldo MRS (Scharlau, S.L España) tras ser conservadas en crioviales. Se 
obtuvo un pre-inoculo luego de aproximadamente 24 horas de incubación a 37°C. La biomasa 
fue recuperada centrifugación (5000 rpm) a 4°C y lavada con NaCl al 0.85%, para luego ser 
inoculada en 500 mL de caldo MRS para la producción de la biomasa bajo condiciones de 
agitación lenta (50 rpm) y temperatura constante de 37°C durante 12 horas. La cinética de 
crecimiento microbiano se evaluó mediante el método de turbidimetría por la densidad óptica 
(DO) expresada en unidades de absorbancia a 560 nm. hasta alcanzar la fase estacionaria. Las 
células viables fueron cosechadas y lavadas con NaCl al 0.85% y recuperadas por 
centrifugación (5000 rpm) a 4°C. Cada fermentación se realizó por triplicado. 
 
 
Se utilizó escala de Mc Farland para la cuantificación de la población microbiana expresada 
en UFC/mL de acuerdo a las lecturas de absorbancia obtenidas.  
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Preparación de suspensiones 
Como material pared se empleó maltodextrina (DE 19-20), y como prebióticos inulina 
comercial y fructo-oligosacárido (FOS) Nutraflora® Corn Productos Andina. Las 
suspensiones del material pared fueron preparadas con maltodextrina y en una relación 1:1 
(p/v) se adicionó prebiótico: microorganismo; en todos los casos las suspensiones tenían un 
25% de sólidos totales. La biomasa adicionada a las suspensiones fue aproximadamente de 
10
9
 UFC/mL. 
Liofilización 
Las suspensiones inoculadas fueron sometidas a secado en un liofilizador  (VIRTIS modelo 
ADVANTAGE XL, USA). El proceso de liofilización tuvo un tiempo de duración de 48 
horas, iniciando a una temperatura de congelación de -40ºC a 0.1 mbar durante 4 horas, 
seguido por un secado primario de 24 horas a 40ºC y 4 horas de secado secundario a 20ºC y 
0.05 mbar durante 10 horas, hasta obtener completo el ciclo de liofilización. 
 
 
El material liofilizado que inicialmente presentó una morfología tipo placa porosa, fue 
triturado por frotamiento dentro de los empaques, hasta que se llevó a una presentación final 
de pequeñas partículas con apariencia de un polvo. 
 
 
Los polvos probióticos encapsulados fueron almacenados en bolsas metalizadas de barrera 
media (Bopp metalizado/Pa/Pe), empacadas al vacío y conservadas a temperatura ambiente 
(20°C±2) hasta su uso. 
 
 
Para determinar el efecto de los agentes prebióticos (inulina, FOS) sobre los microorganismos 
encapsulados durante el almacenamiento, el número de células viables fue determinado al día 
siguiente de la liofilización y periódicamente durante el almacenamiento a 20°C±2 hasta 
obtener recuentos de viables inferiores a 10
6
 UFC/g.  
 
 
A las microcápsulas obtenidas por liofilización se les determinó propiedades físicas como 
contenido de humedad (base seca) y la actividad de agua a través del tiempo de 
almacenamiento. Se evaluaron además propiedades de rehidratación como la solubilidad, 
higroscopicidad, humectabilidad; y propiedades microestructurales luego de la liofilización. 
En todos los casos se realizaron análisis por triplicado.  
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Supervivencia de los microorganismos encapsulados y evaluación de la estabilidad 
durante el almacenamiento 
Para determinar la viabilidad de los microorganismos en las suspensiones y en el material 
encapsulado, se realizaron recuentos por duplicado expresados como el logaritmo de las 
Unidades Formadoras de Colonias por gramo (logUFC/g
 
en base seca) para cada condición 
experimental. Los recuentos se realizaron sobre 1 g de material encapsulado resuspendido en 
9 mL de agua peptonada bufferada al 0.1%, homogeneizado en vortex y reposado durante 30 
minutos, para favorecer la liberación del microorganismo [7]. Un volumen de 100L de 
dilución fue sembrado en superficie sobre medio MRS con azul de anilina (0.1%) e incubado 
en condiciones micro-aerofìlas a 37°C por 48-72 horas [1].  
 
 
Se emplearon como criterios de estabilidad la viabilidad en el tiempo de almacenamiento, que 
fuese no menor a 10
6
 UFC/g y los parámetros físicos humedad y actividad de agua. 
- Viabilidad  
El porcentaje de viabilidad fue determinado periódicamente mediante el recuento de unidades 
formadoras de colonia (UFC/g) en las muestras y se calculó según la ecuación (1) [7, 22]. 
 
%Viabilidad= (logN/logNo) x 100 (Ec. 1) 
 
Dónde: logN y logNo son el número de células viables encapsuladas y las inoculadas, 
respectivamente. 
- Humedad y Actividad de agua  
La humedad se determinó en 1 g de muestra en una balanza analizadora de humedad por 
infrarojo MOC-120H (Shimadzu, Made in Japan) a 100°C y la actividad de agua en un 
higrómetro de punto de rocío Thermoconstanter TH200 (Novasina, Switzerland). Ambas 
propiedades fueron determinadas periódicamente por triplicado durante el almacenamiento 
hasta que el recuento fue igual o inferior a 10
6
 UFCg
-1
.  
Caracterización del material probiótico encapsulado después de la liofilización 
Propiedades estructurales 
- Micrografía electrónica de barrido (SEM) 
La estructura del material fue observada mediante un microscopio electrónico tipo E-SEM 
(Enviromental Scanning Electron Microscope, marca Philips Modelo XL30, USA) con un 
voltaje de aceleración entre 25 y 30kV y presión de 0.8 Torr [22].  
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Propiedades de rehidratación 
- Solubilidad 
Para medir la solubilidad se disolvió 1 g de muestra en 100 mL de agua destilada, como la 
describe algunos autores [23] con algunas modificaciones. La solución se mantuvo en una 
placa de calentamiento C-MAG H57 (IKA Labortechnik, Staufen, Germany) a una 
temperatura de 30±2°C a 120 rpm durante 5 minutos. La suspensión se centrifugó a 3000 rpm 
durante 5 minutos, se tomó una alícuota de 25 mL del líquido sobrenadante y se transfirió a 
una caja petri previamente pesada; se llevó a 105°C por 5 h hasta que alcanzó peso constante. 
Los sólidos recuperados se pesaron después del secado (mf) y se calculó el porcentaje de 
solubilidad con la diferencia de pesos mediante la ecuación (2) [24, 25]. 
 
   
Donde mi es 0,25 g. 
- Higroscopicidad 
Un gramo de polvo de microencapsulado  fue ubicado sobre una malla de poro fino para 
evitar la fuga del material. Este montaje se colocó sobre un recipiente de vidrio hermético con 
solución saturada de NaCl (75,3% de HR) a 25°C. Después de 1 semana, las muestras se 
pesaron. La higroscopicidad se expresó como gramos de humedad adsorbida por 100 g de 
sólidos secos (g 100 g
-1
) [7]. 
- Humectabilidad 
 
El procedimiento es llevado a cabo en un dispositivo de humectación estática de forma 
cuboide, propuesto y descrito por algunos autores [26] y modificado [27]. El tiempo de 
humectación expresado en minutos, corresponde al tiempo que tarda para la inmersión 
completa un 1 g de polvo, depositado suavemente sobre 100 mL de agua a 20°C. 
 
Análisis estadístico 
Se aplicó un diseño experimental de un factor con medidas repetidas donde las unidades 
experimentales se siguieron a través del tiempo. Los resultados son presentados como la 
media±desviación estándar de las réplicas determinadas. Los datos fueron analizados 
mediante ANOVA con significancia estadística de p<0.05. Se usó el software R Development 
Core Team. Los tratamientos considerados fueron: maltodextrina con prebióticos inulina y 
FOS y sin prebiótico como control (25% p/v).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Supervivencia de los microorganismos encapsulados y evaluación de la estabilidad 
durante el almacenamiento 
Efecto de la liofilización en la viabilidad 
El objetivo del presente ensayo fue evaluar el efecto del proceso de liofilización sobre la 
viabilidad de la biomasa contenida en las suspensiones iniciales, considerando que la 
viabilidad de las BAL puede ser disminuida por daño celular debida al estrés osmótico 
durante el liofilizado [13]. Las tablas 5-1 y 5-2 describen el efecto de la aplicación de la 
tecnología de la liofilización sobre la viabilidad de los microorganismos probióticos 
encapsulados con y sin agentes prebióticos. 
 
 
Es importante aclarar que entre la preparación de las suspensiones y el proceso de secado 
transcurrieron aproximadamente 2 horas. La biomasa inicial adicionada a las suspensiones 
biopoliméricas provenía de una misma fermentación, por lo tanto los microorganismo se 
encontraban en el mismo estado fisiológico de crecimiento (fase estacionaria).  Por lo 
anterior, las tablas 5-1 y 5-2, muestran algunas diferencias en los recuentos antes de la 
encapsulación con respecto a los tratamientos sin el prebiótico y los tratados con inulina y 
FOS, debido a que los microorganismos una vez adicionados a las suspensiones 
inmediatamente continuaron con su actividad metabólica y reproductiva, gracias al 
enriquecimiento de estos medios con el prebiótico.  
 
 
Tabla 5-1 Efecto de la liofilización sobre el porcentaje de viabilidad del L. casei 
encapsulado 
 
 
Lactobacillus casei 
 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
 
Antes Después Antes Después Antes Después 
Viabilidad [UFC/ g] 6.58 x 109 7.09 x 108 5.45 x 109 1.68 x 109 8.30 x 109 1.29 x 109 
Viabilidad 
[LogUFC/g] 
9,712 ± 0.412 8.720 ± 0.404 9.402 ± 0.780 9.089 ± 0.471 9.608 ± 0.826 9.026 ± 0.373 
Viabilidad [%] 89.79 96.6 93.94 
Valores medios ± la D.E, n=3 
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Tabla 5-2 Efecto de la liofilización sobre el porcentaje de viabilidad del L. rhamnosus 
encapsulado 
 
 
Lactobacillus rhamnosus 
 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
 
Antes Después Antes Después Antes Después 
Viabilidad [UFC/ g] 1.09  x 1010 2.44 x 108 2.79 x 1010 3.46 x 108 2.30 x 1010 7.23 x 108 
Viabilidad 
[LogUFC/g] 
10.036 ± 0.031 8.383 ± 0.031 10.309 ± 0.405 8.354 ± 0.479 10.253 ± 0.368 8.812 ± 0.241 
Viabilidad [%] 83.52 81.04 85.96 
Valores medios ± la D.E, n=3 
 
 
Se observa en la tabla 5-1 que el efecto de la liofilización sobre el porcentaje de viabilidad  en 
el material sin prebiótico para la cepa de L. casei no hubo diferencias estadísticamente 
significativas (p>0.05), pese a la reducción de una unidad logarítmica en el recuento antes y 
después del proceso. En las muestras con material prebiótico no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0.05) haciendo evidente el efecto protector de los agentes 
prebióticos durante el proceso. 
 
 
La tabla 5-2 presenta el efecto del tratamiento de liofilización sobre la viabilidad del L. 
rhamnosus arrojando diferencias estadísticamente significativas (p<0.05)  hasta de dos 
unidades logarítmicas en los tres tratamientos.  
 
 
Comparativamente el mayor porcentaje de viabilidad después del proceso de liofilización se 
obtuvo para el L. casei  con un 89.79% sin prebiótico, 96.60% con inulina y 93.94% con FOS 
con diferencias significativas (p<0.05) frente al porcentaje de viabilidad reportado para L. 
rhamnosus con 83.52% sin prebiótico 81.04% con inulina y 85.96% con FOS. Es de destacar 
el efecto protector de la inulina sobre L. casei en la liofilización. 
 
 
Algunos autores afirman que el efecto del proceso de liofilización está relacionado con 
aspectos como la especie bacteriana, adición de sustancias protectoras, concentración celular 
inicial, estado fisiológico de los microorganismos, tasa de congelación, temperatura y 
condiciones de rehidratación, entre otras [13, 30, 31]. En este caso es posible afirmar que el 
uso de agentes prebióticos tiene un efecto protector al favorecer la supervivencia de los 
microorganismos durante el proceso de liofilización al formar una fase amorfa en la superficie 
[30] y que se observan diferencias con respecto al tipo de cepa siendo posible afirmar acerca 
de la susceptibilidad de L. rhamnosus al tratamiento.  
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Otro factor que incide de manera importante en la supervivencia microbiana luego de 
tratamientos de deshidratación como la liofilización es la fase de cosecha. Pues se considera 
que las células en estado estacionario de crecimiento presentan mayor resistencia a la 
desecación y ante situaciones de estrés (pH, temperatura, presión osmótica) [32, 33]. En este 
estudio las células alcanzaron la etapa de crecimiento estacionaria luego de 7 y 8 horas de 
fermentación para el L. rhamnosus y L. casei, respectivamente (Cap. 1); momento en el cual 
fueron cosechadas para los ensayos y lo cual pudo ser un factor positivo para la viabilidad. 
Efecto del prebiótico sobre la estabilidad y viabilidad durante el almacenamiento 
En las figuras 5-1 y 5-2 se evidencia un descenso en el porcentaje de viabilidad de los 
microorganismos durante el almacenamiento. A partir del ANOVA entre los tres niveles del 
tratamiento evaluados (sin prebiótico, con inulina y con FOS), se observó que en la viabilidad 
expresada en porcentaje, para L. casei no mostró diferencias estadísticamente significativas 
(p>0.05), sin embargo para el L. rhamnosus si se observó (p<0.05). El análisis estadístico 
reporta que el tiempo de almacenamiento fue significativo (p<0.05) entre los tratamientos 
para ambos microorganismos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5-1 Porcentaje de viabilidad del L. casei encapsulado 
durante el almacenamiento 
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Para el análisis de la estabilidad se tuvo como criterio, la viabilidad que fuese no menor a 10
6
 
UFC/g y los parámetros físicos como humedad y actividad de agua en el tiempo de 
almacenamiento. Las tablas 5-3 y 5-4 muestran comparativamente el comportamiento de estas 
variables. Los resultados obtenidos muestran valores relativamente bajos lo que podría estar 
confiriendo estabilidad en la supervivencia de los microorganismos encapsulados. De acuerdo 
a algunos autores este resultado favorece la estabilidad de los polvos al presentar menos agua 
libre disponible para las reacciones bioquímicas y por lo tanto prolonga la vida útil del 
producto final [34]. 
 
Tabla 5-3 Propiedades físicas y viabilidad del L. casei encapsulado durante el 
almacenamiento 
 
Variable 
Lactobacillus casei 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
Contenido de humedad [%] 1.13 ± 0.15 2.53  ± 0.06 0.70  ± 0.35 2.67 ± 0.06 0.03 ± 0,02 1.90 ± 0.00 
Actividad de agua [Aw] 0.05 ± 0.01 0.08 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.05 ± 0.04 0.08 ± 0.01 
Viabilidad [%] (Ta) 
 
72.20 (9 semanas) 
 
70.49 (9 semanas) 69.27 (9 semanas) 
               Valores medios ± la D.E, n=3 
               Ta= tiempo de almacenamiento 
 
Figura 5-2 Porcentaje de viabilidad del L. rhamnosus 
encapsulado durante el almacenamiento 
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Para los microencapsulados con L. casei en el análisis de varianza de medidas repetidas la 
prueba entre y dentro de los tratamientos es significativa (p<0.05)  sobre las variables 
humedad y actividad de agua; lo que indica que hubo cambios entre las muestras durante el 
almacenamiento sin afectar la estabilidad del encapsulado hasta las 9 semanas. El efecto de 
los prebióticos y porcentaje de viabilidad para el L. casei no fue significativo (p>0.05)  entre 
los tres tratamientos durante el almacenamiento (Tabla 5-3). 
 
 
Tabla 5-4 Propiedades físicas y viabilidad del L. rhamnosus encapsulado durante el 
almacenamiento 
 
Variable 
Lactobacillus rhamnosus 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Inicial Final Inicial Final Inicial Final 
Contenido de humedad [%] 1.03 ± 0.06 2.47 ± 0.06 1.27 ± 0.06 2.87 ± 0.06 1.47 ± 0.06 2.26 ± 0.01 
Actividad de agua [Aw] 0.01 ± 0.01 0.16 ± 0.01 0.02 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.06 ± 0.01 0.18 ± 0.01 
Viabilidad [%] (Ta) 74.44 (7 semanas) 73.58 (14 semanas) 69.15 (12 semanas) 
                 Valores medios ± la D.E, n=3 
                 Ta= tiempo de almacenamiento 
 
 
El comportamiento del L. rhamnosus  a través del tiempo de almacenamiento en el análisis de 
varianza con respecto a la prueba entre y dentro de los tratamientos es significativa (p<0.05) 
sobre las variables humedad y actividad de agua; igualmente, existen diferencias 
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cuanto al efecto del prebiótico sobre la 
estabilidad del microorganismo encapsulado. El tratamiento con el prebiótico inulina arrojo el 
mayor  porcentaje de supervivencia (73%) tras 14 semanas de almacenamiento (tabla 5-4). 
 
 
Estos resultados coinciden con algunos autores al señalar que el valor óptimo de la humedad 
residual puede variar según las condiciones de liofilización. Si se habla de  forma absoluta, se 
diría que un producto es realmente estable, siempre y cuando se conserven de forma 
invariable, durante el almacenamiento, las propiedades físicas, químicas y biológicas que 
presenta inmediatamente después de su elaboración. En la práctica, un producto puede 
considerarse estable, mientras los cambios que ocurran en él sean de magnitud tal que no 
pierda su actividad y que los productos de degradación no sean tóxicos [35]. 
 
 
Para el caso de microorganismos liofilizados, algunos estudios han puesto en evidencia 
disminuciones extremadamente rápidas de la tasa de supervivencia poco después del proceso, 
debido a condiciones inadecuadas de almacenamiento, como pueden ser el alto contenido de 
humedad del producto, así como la presencia de oxígeno en el envase [36, 37]. Para el 
presente estudio el envase a vacío y en bolsas de barrera a vapor muy probablemente podría 
estar favoreciendo la viabilidad y consecuentemente la estabilidad  de los microorganismos 
encapsulados. 
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Aunque no se llevó a cabo el control de la actividad de agua durante el almacenamiento de los 
polvos encapsulados, el empaque a vacío evitó el fenómeno de oxidación que podría ocurrir a 
nivel de la membrana lipídica de los microorganismos y como consecuencia la reducción de 
la viabilidad como ha sido demostrado por (14b, 40) tras la liofilización de microorganismos 
probióticos. 
 
 
Caracterización del material probiótico encapsulado después de la liofilización 
Propiedades estructurales 
- Microestructura 
El análisis estructural mediante microscopia electrónica de ambiente (E-SEM- Enviromental 
Scanning Electron Microscope) de los polvos encapsulados mostrados en la figura 5-4,  
permite observar para las muestras encapsuladas sin prebiótico (A) la formación de un 
sistema amorfo de apariencia lisa y cavernoso con ciertas prolongaciones sin ningún tipo de 
enlaces; en el material con inulina (B) se observa un sistema más organizado con apariencia 
de sacabocados, con bordes angulados y superficie lisa que se asemejan a los poros producto 
de la deshidratación del material y el material con FOS (C) presentó un sistema más 
organizado en forma reticular porosa parecida a la formación de una red tridimensional quizás 
formada por la unión de las cadenas poliméricas de manera homogénea. 
 
 
Todas las micrografías, independientemente del grado de magnificación (1000x o 2000x), 
muestran una superficie lisa, sin grietas. Esto indica que el secado por liofilización se hizo de 
manera satisfactoria, con una baja velocidad de sublimación del agua, sin que se presentara 
colapso localizado o generalizado en las muestras encapsuladas. La deshidratación conlleva 
usualmente a la aparición de hendiduras superficiales y zonas colapsadas en las muestras 
secas, más evidentes y profusas a medida que el cambio de fase del agua se realice a mayor 
temperatura y/o se haga más rápidamente. Algunos autores hacen referencia a que el tamaño y 
la distribución de los poros y el área superficial de la muestra dependen ampliamente de la 
velocidad de enfriamiento y estos a su vez afectan las características fisicoquímicas de los 
polvos encapsulados [27]. 
 
 
En general las micrografías revelan la ausencia de bacterias libres en  todos los tratamientos 
(figura 5-3). Estas observaciones coinciden con las reportadas por varios investigadores en 
cuanto a la ausencia de células libres tras un proceso de encapsulación mediante este tipo de 
tecnología [1, 7].  
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Figura 5-3 Micrografías E-SEM de L. casei y L. rhamnosus encapsulado mediante 
liofilización, donde (A) Sin prebiótico B) Con Inulina (C) Con FOS 
  
 
 
 
 
A 
B B 
C 
A 
C 
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Propiedades de rehidratación 
De manera resumida en la tablas 5-5 y 5-6 se presentan las propiedades de rehidratación de 
los materiales encapsulados con L. casei y L. rhamnosus respectivamente,  después de la 
liofilización. 
 
 
Tabla 5-5 Propiedades de rehidratación de las microcápsulas con L. casei 
 
Variable 
Lactobacillus casei 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Higroscopicidad [g humedad/100g de sólido seco] 13.12 ± 0.52 15.65 ± 0.57 15.055 ± 0.30 
Humectabilidad [min] 1.91 ± 0.78 5.32 ± 0.01 2.7 ± 0.04 
Solubilidad [%] 98.19 ± 0.90 98.99 ± 0.70 94.59 ± 0.41 
                Valores medios ± la D.E, n=3 
 
Tabla 5-6 Propiedades de rehidratación de las microcápsulas con L. rhamnosus 
 
Variable 
Lactobacillus rhamnosus 
Sin Prebiótico Inulina FOS 
Higroscopicidad [g humedad/100g de sólido seco] 14.98 ± 0.26 15.41 ± 0.15 15.32 ± 0.29 
Humectabilidad [min] 2.09 ± 0.02 4.89 ± 0.01 4.66 ± 0.01 
Solubilidad [%] 95.99 ± 0.73 96.69 ± 0.35 96.75 ± 0.75 
               Valores medios ± la D.E, n=3 
 
 
En las tablas 5-5 y 5-6 se observa que el material encapsulado con inulina obtuvo una mayor 
higroscopicidad con valores promedio de 15.65 ± 0.57 g humedad/100g de sólido seco para L. 
casei y de 15.41 ± 0.15 g humedad/100g de sólido seco para L. rhamnosus, sin diferencias 
estadísticamente significativas (p>0.05) en ambos casos. Los polvos encapsulados con L. 
rhamnosus pese a la alta higroscopicidad permanecieron estables en términos de viabilidad 
(≥106 UFC/g) hasta las 14 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente.  
 
 
En los polvos encapsulados no existe diferencia estadísticamente significativa (p>0.05) en el 
porcentaje de solubilidad, sin embargo desde el punto de vista práctico el material con inulina 
podría solubilizarse más rápido por varias razones descritas por algunos autores: su 
solubilidad en agua a 25°C es de 120 g/L, por sus condiciones químicas estructurales en 
cuanto a su número de azúcares libres (glucosa, fructosa, sacarosa) y su alto grado de 
polimerización (GP), mientras que el FOS debido a su origen por transfructosilación de la 
sacarosa sólo tiene una glucosa terminal y menor grado de polimerización [41]. El uso de este 
material microencapsulado con este tipo de sustancias prebióticas, como ingrediente estaría 
condicionado al tipo de matriz alimenticia, por lo tanto su uso estaría condicionado al tipo de 
matriz alimenticia. Pues en medios acuosos, la solubilidad de la cápsula podría poner en 
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riesgo la supervivencia del microorganismo sino se trata de un alimento para consumo recién 
reconstituido, en matrices con características sólidas y baja actividad de agua muy 
probablemente la estabilidad del material encapsulado podría prolongarse. 
 
 
Los porcentajes de solubilidad en agua a 30°C±2 obtenidos en los encapsulados arrojaron 
valores en un rango entre 96.69% y 98.99 %, con diferencias significativas (p<0.05) para las 
microcápsulas con inulina y FOS en ambos microorganismos. Estos resultados podrían 
responder a la alta solubilidad de la inulina en agua al estar estrechamente relacionada con la 
longitud corta de su cadena lineal [7, 38], condicionada además al afecto de la temperatura 
[39].  
 
 
Los valores de humectabilidad arrojados en la caracterización mostraron que con el uso de 
polímeros combinados en este caso maltodextrina con prebióticos (inulina y FOS), permiten 
mejorar la estabilidad del material pared y consecuentemente la protección del 
microorganismo frente a factores externos como vapor de agua proveniente de ambientes con 
humedades relativas muy altas. Se resalta además, que a pesar de ser una metodología 
empleada por varios investigadores es de difícil manejo frente a las dificultades que se 
tuvieron en una visualización precisa cuando ya el material se había sumergido 
completamente en el agua que contenía el dispositivo, por lo tanto fue necesario tomar 
registros de video para el reporte de datos mucho más confiables.  
 
 
Las propiedades de rehidratación de los polvos encapsulados pueden afectar la viabilidad de 
los microorganismos al ser un paso crítico en su recuperación luego de su liofilización, 
porque las células que se sometieron a una posible lesión subletal pueden no ser capaces de 
reparar dicho daño si se rehidratan en condiciones inapropiadas [42]. En este estudio se 
obtiene comparativamente un alto porcentaje de viabilidad tras el almacenamiento y 
rehidratación al emplearse una solución fosfato bufferada que facilita unas condiciones 
adecuadas de equilibrio, mientras las células se están nuevamente adaptando en términos de 
osmolaridad, pH, temperatura. Esta afirmación puede ser soportada con otras investigaciones 
donde se ha comprobado que estos factores afectan significativamente la velocidad de 
recuperación del estado viable e influencia de manera directa las tasas de supervivencia [14a, 
14b, 17]. 
 
 
CONCLUSIONES 
 
 
El presente estudio demostró que existen diferencias en la viabilidad de los microorganismos 
encapsulados con y sin agentes prebióticos, evidenciando para L. rhamnosus con inulina 
mayor estabilidad hasta las 14 semanas de almacenamiento representada en un 73% de 
supervivencia. 
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El uso de prebióticos como agentes protectores (inulina-FOS) durante el liofilizado y durante 
el almacenamiento favorecieron la supervivencia de los microorganismos L. casei y L. 
rhamnosus, al formar una fase amorfa en la superficie que favoreció su estabilidad, siendo 
evidente en el estudio microestructural.  
 
 
Los porcentajes de supervivencia de las bacterias ácido lácticas (BAL) estudiadas L. casei y 
L. rhamnosus, varían después de su sometimiento al proceso de liofilización y subsecuente 
almacenamiento, corroborándose frente a otros estudios que efectivamente su actividad 
biológica depende de diversos factores como tipo de especie y cepa, condiciones de operación 
de los equipos y el uso del tipo y concentraciones de sustancias protectoras. 
 
 
Mediante las pruebas de rehidratación realizadas a los polvos probióticos encapsulados con 
sustancias prebióticas  se encontraron mejores características de calidad, frente al material sin 
prebiótico.  Es importante resaltar que la calidad del material encapsulante esta  sujeto a la 
composición físicoquìmica y compatibilidad con la estructura celular del microorganismo 
(pared celular y/o membrana celular). 
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6. Conclusiones Generales 
Esta propuesta de investigación ha pretendido aportar a las tecnologías aplicadas en busca de 
mejorar la estabilidad de probióticos para ser aplicados en matrices alimenticias, pues con la 
obtención de microcápsulas para L. rhamnosus y L. casei co-encapsuladas con agentes 
prebióticos FOS e inulina mediante el proceso de liofilización y secado por aspersión, se ha 
logrado la estabilización de la biomasa encapsulada en tiempos superiores a doce semanas 
para las muestras liofilizadas y tres semanas para la muestras secadas por aspersión en 
condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente.  
 
 
Los porcentajes de supervivencia de las bacterias ácido lácticas (BAL) varían tras el 
sometimiento a diferentes procesos tecnológicos de encapsulación y el subsecuente 
almacenamiento, asimismo dependen de diversos factores como tipo de especie, condiciones 
de operación de los equipos y el uso de cantidades adecuadas de sustancias protectoras. En 
cada caso conviene realizar experimentación de las condiciones de proceso para cada cepa a 
microencapsular. En este estudio se determinó que la cepa de L. rhamnosus es más resistente 
a estas tecnologías y se adapta mejor a las sustancias protectoras empleadas, en este caso la 
inulina. Esto significa que el L. rhamnosus posee una mayor tolerancia al stress por 
congelación, secado y almacenamiento; y finalmente es posible que su pared celular sea más 
permeable a este tipo de polímero de bajo peso molecular, favoreciendo su efecto protector. 
 
 
Se demostró que existen diferencias significativas en la viabilidad de los microorganismos 
microencapsulados aplicando las tecnologías secado por aspersión y liofilización con y sin 
agentes prebióticos en el material pared. Para L. rhamnosus se obtuvo mayor porcentaje de 
viabilidad durante el almacenamiento a temperatura ambiente en comparación con L. casei en 
ambos tipos de secado. 
 
 
Considerando la viabilidad durante el almacenamiento como principal criterio de estabilidad, 
se concluye que las muestras encapsuladas mediante liofilización presentaron una tasa de 
supervivencia mayor probablemente debido a la humedad y actividad de agua del material 
obtenido, lo cual favoreció su estabilidad a través del tiempo. En las muestras obtenidas 
mediante secado por aspersión la humedad final con valores próximos al 7%, consecuencia 
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del efecto de las bajas temperaturas aplicadas durante el proceso pudo convertirse en un factor 
de riesgo en la estabilidad del producto encapsulado. 
 
 
Un estudio preliminar en la evaluación del efecto de la temperatura en el secado por aspersión 
sobre la viabilidad de los microorganismos permitió establecer que a temperaturas superiores 
a 100ºC se genera daño celular y consecuentemente perdida de viabilidad.  
 
 
En los ensayos de microencapsulación realizados a 80ºC la morfología y tamaño de partícula 
de los polvos obtenidos, se vieron afectadas por la temperatura del proceso al generar 
microcápsulas de forma regular y con ausencia de grietas características de productos 
deshidratados. Este factor podría favorecer la estabilidad de los microencapsulados al retrasar 
la permeabilidad a los gases. Se observaron diferencias en la viabilidad de los 
microorganismos coencapsulados con agentes prebióticos evidenciando para L. rhamnosus 
mayor protección. 
 
 
En el liofilizado el uso de agente prebióticos (inulina-FOS) como agentes protectores 
favorecen la supervivencia tras el tratamiento y en el almacenamiento de los microorganismos 
L. casei y L. rhamnosus, al formar una fase amorfa en la superficie que favorece su 
estabilidad. Las características físicoquímicas y morfológicas obtenidas a las condiciones 
aplicadas, podrían conferir a los polvos obtenidos, estabilidad superior a doce semanas de 
almacenamiento a temperatura ambiente 
 
 
Los resultados obtenidos con respecto a la supervivencia de las bacterias ácido lácticas L. 
casei y L. rhamnosus, demostraron que efectivamente el impacto del proceso en su actividad 
biológica varían con la especie y el efecto de sustancias protectoras, entre otras. 
 
 
La co-encapsulación de bacterias probióticas con agentes prebióticos promete los beneficios 
de la sinergia entre ingredientes de un alimento potencialmente simbiótico y su adición a 
matrices alimenticias con cualidades físicoquímicas semejantes, se convierte en un aporte a la 
diversificación de alimentos funcionales.  
 
 
El material en polvo obtenido cumple con lo establecido en la resolución 333 de febrero 10 de 
2011 en cuanto al número de microorganismos viables probióticos en producto terminado, 
hasta el periodo de tiempo considerado de vida útil. 
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7. Recomendaciones 
Para predecir la estabilidad biológica y fisicoquímica de los polvos microencapsulados con 
microorganismos durante el almacenamiento, se sugiere un análisis integral del estado físico 
del material considerando: isotermas de sorción y temperaturas de transición vítrea (Tg) del 
material encapsulante. Estos resultados darán herramientas para optimizar los procesos de 
secado por aspersión y/o liofilización y en la predicción de la estabilidad en el 
almacenamiento de los microorganismos L. casei y L. rhamnosus encapsulados. 
 
 
Es probable que la viabilidad y la estabilidad de los microorganismos probióticos 
microencapsulados, puedan verse favorecidas tras la experimentación con otros agentes 
prebióticos y/o con el incremento en su concentración para potenciar su efecto termo y 
crioprotector durante los procesos de secado por aspersión y liofilización. Por otro lado 
variando condiciones de almacenamiento a temperaturas de refrigeración y/o congelación se 
podría lograr ampliar los periodos de estabilidad del producto. 
 
 
Se requieren estudios futuros para controlar la eficacia del producto co-encapsulado obtenido 
en matrices alimenticias y su efecto probiótico en la salud intestinal de animales y humanos. 
Así como la evaluación sensorial de los alimentos seleccionados, su aplicación y desempeño 
durante el almacenamiento. 
 
 
A futuro deberán realizarse pruebas que permitan soportar el producto según el reglamento 
técnico, el cual normaliza sobre las propiedades que debe cumplir un alimento o ingrediente 
probiótico y prebiótico reglamentado según Resolución 333 feb.10- 2011 art.22 núms.22.1 y 
22.2 del Ministerio de la Protección Social de la República de Colombia. 
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8. Anexos 
 
A. Anexo: Perfil de liofilización para las bacterias probióticas L. casei y L. rhamnosus 
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B. Anexo: Temperaturas de las bandejas durante el proceso de liofilización 
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C. Anexo: Instrucciones para autores Revista Biotecnología en el 
sector Agropecuario y Agroindustrial (ISSN 1692-3561 versión 
impresa) 
 
Capítulo 1. Microencapsulación de microorganismos probióticos: una alternativa para 
mejorar su viabilidad. 
 
Microencapsulation of probiotic microorganisms: an alternative to improve its viability. 
 
Microencapsulação de microorganismos probióticos: uma alternativa para melhorar a sua 
viabilidade. 
 
 
Alcance y política editorial 
 
 No se recibirán artículos que no cumplan satisfactoriamente con las normas aquí establecidas. 
 
"Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial" publicará preferiblemente 
artículos relacionados con la biotecnología en el sector agrario y agroindustrial, pero dada su 
ubicación institucional y regional también, contemplará publicaciones relacionadas con otros 
elementos propios del sector agrario y agroindustrial, así: 
 
1. De investigación. 
 
La revista está abierta a modelos y perspectivas diversas, motivando estudios con 
metodologías complementarias, siempre que cumplan unos mínimos requisitos de rigor y 
sistematicidad. 
 
2. De propuestas teóricas y/o avances metodológicos. 
 
Los cuales deben ser importantes, relevantes y sugerentes para los profesionales del ámbito 
agrario y agroindustrial. 
 
3. De reflexión. 
 
Que presenten resultados de investigaciones realizadas con una intención analítica, 
interpretativa o crítica del autor, sobre una temática determinada, en la que se haya recurrido a 
fuentes originales. 
 
4. De reporte de caso. 
 
Documentos en los que se presenten los resultados de un estudio sobre una situación 
específica y determinada cuyo objetivo primordial sea el de dar a conocer las experiencias 
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técnicas y metodológicas consideradas en un caso particular. Debe estar incluida una revisión 
sistemática comentada sobre casos similares. 
 
5. De revisión de un tema o de síntesis (review). 
 
Expondrá el estado de la cuestión en alguno de los ámbitos de interés de la revista. Se busca 
que la revista sea un instrumento útil para la puesta al día de investigadores y estudiantes. 
Debe ser un texto producto de la revisión crítica de la literatura muy bien documentada, sobre 
un tema en particular. 
 
6. Cartas al editor. 
 
En éstas se expondrán las posiciones críticas, de análisis o de interpretación sobre los 
documentos publicados en la revista, siempre y cuando el comité editorial lo defina como un 
aporte importante a la discusión del tema por parte de la comunidad científica de referencia. 
 
7. Editorial. 
 
Documento escrito por el editor, un miembro del comité editorial o un investigador invitado, 
en el que se expongan: Orientaciones en el tema de la revista. Aportes a los investigadores en 
cuestiones de presentación y estructura de sus artículos. Reflexiones sobre la presentación de 
documentos escritos, su normatividad, su importancia y otros. 
 
8. Noticias/Punto de vista. 
 
Se refiere a actualidades científicas, eventos académicos y científicos, política gremial, 
apuntes curriculares, opiniones y comentarios, reseñas bibliográficas y semblanzas. 
 
Nota: No se publicarán artículos que expresen exclusivamente opiniones, anécdotas o 
interpretaciones no fundamentadas. 
 
   
Forma y preparación de manuscritos 
 
 Todo texto remitido a BIOTECNOLOGÍA EN EL SECTOR AGROPECUARIO Y 
AGROINDUSTRIAL debe cumplir con los siguientes estándares: 
 
1. Originalidad, el aporte debe ser totalmente inédito, no publicado todo o en parte en ninguna 
otra publicación, excepto casos muy justificados. 
 
2. Consistencia metodológica, en donde se haga evidente el uso de métodos y técnicas de 
investigación válidos. 
 
3. Significación del asunto tal que informe o ilumine cuestiones relevantes en el sector 
Agropecuario y Agroindustrial. 
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4. Impacto que se pueda predecir para un amplio sector de la academia, la investigación y 
estudiantes. 
 
5. Avance del campo, en el cual sea claro y evidente el aporte a consideraciones y prácticas de 
mejora en el campo de investigación Agropecuario y Agroindustrial. 
 
6. Consideraciones éticas. 
 
7. La extensión de los artículos debe ser de mínimo cinco (5) páginas y máximo de once (11) 
páginas tamaño carta (21,59 cm de ancho y 27,94 cm de alto), escritas con un interlineado 
sencillo y su contenido en doble columna (medida de la columna 7,5 cm), letra Arial recta de 
11 puntos, márgenes de 3 cm en el borde superior, 2 cm en el inferior y 2,5 cm en las 
márgenes laterales. Las notas de pie de página deben estar escritas con letra Arial de 8 puntos 
y se deben ubicar justificadas al margen izquierdo, en la parte inferior. 
 
8. Estilo de redacción claro, conciso y ordenado; se evitarán jergas personales y expresiones 
locales. 
 
9. Los artículos de investigación científica, tecnológica y de reporte de caso deben cumplir 
con la siguiente estructura: La Introducción debe resaltar la importancia de la investigación, 
presentar la literatura relacionada y entregar antecedentes necesarios para comprender la 
hipótesis de los autores; terminar con un párrafo que indica claramente los objetivos de la 
investigación. El método debe tener suficiente información que permita a otro investigador 
repetir el ensayo y lograr los mismos resultados; el diseño experimental y el análisis 
estadístico deben quedar claramente establecidos. 
 
Los resultados se deben presentar en forma clara con sus respectivos análisis, se recomienda 
apoyarlos con cuadros y figuras, y con el correspondiente análisis estadístico, y los 
antecedentes de otros investigadores. Las conclusiones deben redactarse de acuerdo con los 
objetivos de la investigación, igualmente debe explicar en términos claros los principales 
resultados de la investigación. Se recomienda aclarar si los resultados no tienen 
implicaciones. 
 
10. Los artículos de reflexión que presenten resultados de investigaciones realizadas sobre 
una temática determinada, deben demostrar al menos uno de los siguientes aspectos: 
 
a) Una intención analítica. 
 
b) Un propósito interpretativo. 
 
c) Una posición crítica. 
 
11. La estructura básica de un artículo de reflexión es: Resumen (Abstract), Introducción, 
Desarrollo del tema, Conclusiones, Bibliografía (mínimo 12 referencias). 
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12. Los artículos de revisión son el resultado de una investigación terminada, deben cumplir 
con las siguientes características: 
 
a) Se debe analizar, sistematizar e integrar los resultados de investigaciones publicadas o no 
publicadas, sobre un campo en ciencia o tecnología, con el fin de dar cuenta de los avances y 
las tendencias de desarrollo. 
 
b) Debe presentar una cuidadosa revisión bibliográfica de por lo menos 50 referencias. 
 
13. La estructura básica de un artículo de revisión es: Resumen (Abstract), Introducción, 
Desarrollo del tema, Conclusiones, Bibliografía (mínimo 50 referencias). 
 
14. El título del artículo debe hacer referencia al contenido de una forma clara y concisa, 
escrito en mayúscula centrado en negrilla y sin numeración, no debe exceder las 15 palabras; 
si ello no es posible deberá incluir un subtítulo. Debe escribirse en mayúscula e incluir una 
traducción del título en inglés y portugués. El nombre del autor o autores debe ir debajo del 
título en mayúscula e incluir primer y segundo nombre si lo tiene y primer apellido, centrado. 
 
Los autores se nombran de acuerdo con la importancia de su contribución a la investigación o 
en la preparación del artículo. En nota de pie de página se indicarán respectivamente los 
títulos académicos, la Institución a la cual pertenece y el correo electrónico a quien se escoja 
para enviar la correspondencia. 
 
15. El resumen debe ser conciso escrito en ESPAÑOL, PORTUGUÉS e INGLÉS 
(ABSTRACT), en un solo párrafo sin exceder las 200 palabras. Incluirá la justificación, 
objetivos, metodología, resultados precisos y conclusiones de la investigación haciendo 
énfasis en los logros alcanzados, además indicará los límites de la validez y las implicaciones 
de los resultados. El contenido del resumen debe estar justificado a ambos lados, debajo del 
título. Los títulos RESUMEN, RESUMO y ABSTRACT deben ubicarse al margen izquierdo, 
en letras mayúsculas y escrito en negrilla. Debajo del mismo, a espacio y medio deben ir 
mínimo tres (3) y máximo de ocho (8) palabras clave, cuyo título debe ir en mayúscula, en 
español (Palabras clave), portugués (Termos de indexação) e inglés (keywords) con dos 
puntos todo en negrilla justificado. Las palabras deben ubicarse al lado del título a un espacio; 
la primera letra de la primera palabra debe ir en mayúscula, el resto de las palabras en 
minúscula todas justificadas. 
 
16. Los cuadros, tablas y figuras deberán procesarse como "objetos" (para facilitar la 
diagramación de la revista) con el programa que se desee. Se sugiere enviarlas en blanco y 
negro o tonos de gris, evitando las policromías. Si el texto incluye fotografías, se recomienda 
su presentación en blanco y negro, mate, con buen contraste. 
 
17. Las referencias bibliográficas deben ubicarse al final del artículo (Espacio y medio del 
final del artículo) en las respectivas columnas. Deben ir enumeradas de acuerdo con el orden 
de aparición de las citas en el texto cerrados con corchetes y deben estructurarse escritas así: 
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Artículos de revistas: 
 
ALIEN, J. S., SAMUELSON, R. and NEWBERGER , A. Chaos in a model offorced quasi-
geostrophic flow over topography: an application of Melinkov's method, J. Fluid Mech., 226, 
511-547, 1991. 
 
Libros: 
 
BAKER, G. L. and GOLUB , J., Chaotíc Dynamics: An introduction, Cambridge University 
Press, Cambridge, 1990. 
 
Capítulo de libro: 
 
LEWIS, P., RAY, B. and STEVENS, J.G. Modeling time series by using Multivariate 
Adaptive Regression Spiines (MARS), En: Time Seríes Prediction: Forecasting the Futuro 
and Understanding the Past (Eds. A.S.Weigend y N. A. Gershenfeid), SFI Studies in the 
Science of Complexity, Proc. Vol. XV, Addison-Wesley, 297-318, 1994. 
 
Memorias de congresos: 
 
ALZATE, N., BOTERO, T. y CORREA, D. Título de la Ponencia. Memorias XIX Congreso 
Latinoamericano de Ponencias Científicas. Córdoba, Argentina, Tomo II, 219-228, Octubre 
2000. 
 
Reporte de un organismo o Gobierno: 
 
U.S. EPA. Status of Pesticides in Registration and Special Review. EPA 738-R-94-008. 
Washington, DC:U.S. Environmental Protection Agency, 1994 
 
 
Tesis: 
 
JACOBS J. Regulación of Life History Strategies within Individuáis in Predictable and 
Unpredictable Environments [PhD Thesis]. Seattie, WA: University of Washington, 1996. 
 
 
Referencias de Internet: 
 
NOAA-CIRES Climate Diagnostics Center. Advancing Understanding and Predictions of 
Climate Variability. Available: http://www.cdc.noaa.gov/ [citado 8 de Agosto de 1998]. 
 
 
Datos no publicados: 
 
Apellido, N. Datos no publicados 
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Comunicación Personal: 
 
Apellido, N. Comunicación personal 
 
a) Autor(es): Se escribe(n) en mayúscula sostenida. Después de escribir el autor se debe 
colocar punto. 
 
En el autor se presentan cuatro casos: un autor, dos autores, tres autores, o más de tres 
autores, se deben escribir así: 
 
VIDAL, Fabián. (un autor) 
 
VIDAL, Fabián y YAYA, Alirio. (dos autores) 
 
VIDAL, Fabián; YAYA, Alirio y SOTO, Edwin. (tres autores). 
 
VIDAL, Fabián; et al. (más de tres autores). 
 
b) Título: Se escribe después del punto que sigue del autor, se separa de éste por dos 
espacios. La primera letra del título se escribe con mayúscula, así como la de nombres 
propios, instituciones o en los casos que el idioma lo establezca. 
 
c) Subtítulo: Se coloca después del título, separado de éste por un espacio, dos puntos, un 
espacio, y se finaliza con punto. 
 
d) Número de la edición: Se coloca a continuación del punto del título o del subtítulo si lo 
hay, separado por dos espacios, y se escribe con números arábigos y seguidos de la 
abreviatura ed. 
 
e) Pie de imprenta: Consta de los siguientes elementos que se escriben en el mismo orden, 
después de punto y dos espacios que siguen a la abreviatura de la edición: Lugar de la 
publicación (seguido de dos puntos); Nombre del editor o de la imprenta sino existe el editor 
(seguido de coma); Año de publicación (seguido de punto). 
 
f) Paginación: La paginación se escribe en números arábigos y se separa del año de 
publicación por punto y dos espacios. Comprende el número total de de páginas, el número 
total de volúmenes, o solamente las páginas o volúmenes consultados. 
 
g) Serie o colección: Cuando el documento forma parte de una serie o colección la mención 
se coloca entre paréntesis, separada del título por un punto y dos espacios así: número del 
libro, folleto o informe dentro de la serie, en números arábigos precedido por la abreviatura 
no., escrita con minúsculas y separada del título por un espacio, punto y coma (;) y un 
espacio. 
 
 
         93 
 
 
Estadísticas: 
 
Informes de coautoría 
Informes de citas de revistas 
Datos fuente 
Factor de impacto en un periodo de dos años 
Factor de impacto en un periodo de tres años 
Vida media 
Citas recibidas 
Citas concebidas 
   
Envío de manuscritos 
 
 Las propuestas deben enviarse a: 
 
Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Agropecuarias sede Las Guacas, Popayán, 
Revista Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial, con una carta dirigida al 
editor de la revista, Ph. D. Héctor Samuel Villada Castillo, en la que certifique que todos los 
autores del trabajo están de acuerdo con someter el artículo a consideración. Además, en la 
carta remisoria se deben incluir los datos personales de cada uno de los autores, como: 
nacionalidad, escolaridad, correo electrónico, teléfonos para su ubicación o dirección postal y 
filiación institucional, o en su defecto, la dirección de la página Web donde pueden ser 
consultados. 
 
La carta de presentación de los artículos puede ser remitida por correo electrónico y debe 
estar firmada por todos los autores del artículo y cuando por algún motivo esto sea imposible, 
basta con un correo electrónico del autor a la revista en el confirme su participación tanto en 
el artículo original como en el artículo corregido según las observaciones de los pares 
evaluadores. Indicar que el articulo solamente será sometido a evaluación en esta revista y no 
en otra(s) del mismo medio. 
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D. Anexo: Instrucciones para autores Revista VITAE 
Acta 014 de junio 17 de 2010 
 
 
Capítulo 2.  
“Microencapsulación de probióticos mediante secado por aspersión en presencia de 
prebióticos”. 
 
 “Microencapsulation of probiotic by spray drying in the presence of prebiotic”. 
 
 
Alcance y política de revisión 
 
La Revista VITAE es una publicación oficial de la Facultad de Química Farmacéutica, de 
periodicidad cuatrimestral, y tiene como misión la divulgación del pensamiento científico y el 
quehacer a nivel investigativo en los diversos campos de las ciencias farmacéuticas, 
alimentarias y afines. Publica artículos originales e inéditos, los cuales son seleccionados por 
el Comité Editorial y evaluados por pares nacionales e internacionales. 
 
La opinión de la Facultad frente a los diversos temas de interés se consigna a través de sus 
páginas editoriales. La responsabilidad por los juicios, opiniones y puntos de vista expresados 
en los artículos publicados corresponde exclusivamente a sus autores. 
 
Reserva de derechos 
 
El estudio y la selección de los artículos enviados por los colaboradores están a cargo del 
Comité Editorial. La recepción de un trabajo no implica la aceptación ni publicación del 
mismo, ni el compromiso por parte de la revista con respecto a su fecha de aparición. Así 
mismo, se reserva el derecho de realizar modificaciones editoriales necesarias para la 
publicación de la revista. 
 
Clasificación de los artículos 
 
La revista VITAE publicará las siguientes clases de artículos: 
• Artículos Completos 
• Artículos Cortos 
• Revisiones 
 
Todos los artículos serán clasificados en alguna de las siguientes secciones: 
• Alimentos: Ciencia, Tecnología e Ingeniería 
• Atención Farmacéutica 
• Biotecnología 
• Farmacología y Toxicología 
• Industrial Farmacéutica 
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• Productos Naturales 
 
Presentación de manuscritos 
 
Se aceptarán manuscritos en inglés. Debe presentarse una copia impresa, a doble espacio, con 
tipo de letra Times New Roman de 12 puntos, en hojas de papel tamaño carta, con márgenes 
simétricas de 3cm. A continuación, se incluirá una copia electrónica en Word®, acompañado 
de los formatos de información del artículo, de los autores y la licencia de acceso abierto. Los 
artículos sometidos a la revista VITAE deberán tener una extensión máxima de 25 páginas, 
incluyendo tablas y figuras. 
 
PRIMERA PÁGINA 
 
Información del título 
 
En la primera página de todos los artículos debe aparecer: Título en español e inglés. 
Nombres completos de los autores y afiliaciones institucionales, incluyendo ciudad y país. El 
autor principal debe indicar el correo electrónico al cual se debe dirigir la correspondencia 
(véase último número de la revista). 
 
Resumen 
 
Se debe incluir un resumen en español e inglés, con una longitud máxima de 200 palabras, 
redactado en tiempo presente, en un solo párrafo. No se deben incluir siglas, acrónimos y/o 
referencias bibliográficas. Debe contener: 
• Presentación del tema 
• Una hipótesis 
• Uno o dos argumentos 
• Resultados 
• Conclusiones 
 
Palabras clave 
 
Se incluyen hasta cinco palabras clave, tanto en español como en inglés; al menos dos deben 
estar incluidas en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS), en la dirección web: http:// 
decs.bvs.br/. 
 
Revisiones bibliográficas 
 
Son documentos donde se analizan, sistematizan e integran resultados de investigaciones 
sobre un campo en ciencia o tecnología, con el fin de dar en cuenta los avances y tendencias 
de desarrollo. Son realizados por expertos en el tema, los cuales presentan una descripción 
general del campo de interés, con una evaluación crítica de su desarrollo. 
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La estructura y encabezamiento de las revisiones queda a criterio del autor, si bien el comité 
editorial puede sugerir cambios que mejoren la edición. La revisión bibliográfica debe 
referirse a un periodo no inferior a un año, y ser, como mínimo, de 50 referencias. 
 
Artículos Completos 
 
Presentan, de manera detallada, los resultados originales de proyectos terminados de 
investigación, que no hayan sido publicados previamente. Cuando se trata de estandarización 
de métodos analíticos, éstos deben ser validados bajo normas internacionales. El artículo 
completo debe presentar los siguientes apartados: 
 
Introducción: expone un contexto o transfondo del estudio, haciendo referencia a todo 
trabajo anteriormente publicado por los mismos autores o por otros. En este apartado se 
especificarán los fines y objetivos del artículo. 
 
Materiales y métodos: debe incluir la información y procedimientos necesarios para la 
reproducibilidad de los experimentos, indicando los métodos establecidos en la literatura y las 
modificaciones sustanciales de los mismos. 
 
Resultados y discusión: se deben presentar los resultados en una secuencia lógica, utilizando 
tablas y gráficos para sintetizar la información. 
 
Conclusiones: deben ligarse a los objetivos del trabajo, omitiendo aquellas que no son 
soportadas por los resultados. Se deben evitar conclusiones de materia económica, excepto 
cuando el artículo incluya dichos análisis. 
 
Artículos cortos 
 
Estos presentan los resultados originales preliminares o parciales de una investigación 
científica o tecnológica, que requieren de una pronta difusión, sobre trabajos relacionados con 
las ciencias farmacéuticas, alimentarias y afines, cuyo interés justifique que se tenga 
información sobre el tema. Tienen una extensión máxima de 15 páginas, conservando la 
estructura de los artículos completos. 
 
Normas de estilo de los artículos 
 
Tablas y figuras: Cada artículo debe ser complementado con tablas y figuras, previamente 
referidas en el texto (Ej: En la tabla 1, etc.), con un consecutivo diferente para cada categoría, 
en números arábigos, en las cuales se especifica información que no debe ser duplicada en el 
texto, y deben ser ubicadas inmediatamente después del párrafo en que son citadas por 
primera vez. Para su realización se debe tener en cuenta lo siguiente: 
 
• En las tablas se incluyen cuadros, con resultados o no, utilizados para sintetizar u organizar 
la información, trazadas con bordes completos. 
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• Las figuras incluyen gráficos, ilustraciones, fotografías, dibujos, mapas y estructuras,  
limitándose en número y procurando yuxtaponer aquellas que, sin prejuicio de la claridad, 
pueden referirse al mismo sistema de coordenadas. 
 
• El uso de colores en las gráficas está condicionado a los costos adicionales de publicación 
que se generen en el proceso editorial. 
 
• Se debe indicar la fuente de donde han sido tomadas aquellas tablas y figuras que no son 
creación del autor, utilizando referencias bibliográficas de manera similar al texto. 
 
• En las figuras y en las tablas se debe utilizar el tipo de letra Times New Roman. 
 
• El título de las figuras se digita como un párrafo fuera de la misma, en la parte inferior, y el 
de las tablas en la parte superior. 
 
Símbolos y unidades: el autor debe utilizar las normas del Sistema Internacional de 
Magnitudes (ISO/IEC 80000), en lo referente a unidades, símbolos y abreviaturas. 
 
Nombres comerciales: se evitará el empleo de nombres comerciales; en su lugar se utilizarán 
los nombres genéricos; pero si es inevitable, se indicará con el símbolo ®. 
 
Nombres de equipos, instrumentos y reactivos: debe indicarse los valores precisos para la 
replicación del experimento, describiendo detalles específicos que faciliten su identificación; 
para reactivos y medios de cultivo se debe indicar la marca y el país de procedencia entre 
paréntesis. 
 
Nombres científicos: los nombres científicos deberán indicarse en cursiva, con mayúscula 
inicial, complementándose opcionalmente con la “autoridad”. Deben indicarse las cepas y las 
variaciones de la especie, si es relevante para el trabajo. 
 
Referencias Bibliográficas 
Deben indicarse en el texto mediante un número arábigo entre paréntesis según el orden de 
aparición. Las referencias bibliográficas completas deben colocarse al final del artículo, bajo 
el título de Referencias Bibliográficas, de acuerdo con las normas del ICMJE (Vancouver), 
las cuales pueden ser consultadas en http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf / 
br.fcgi?book=citmed. Los modelos para algunas referencias se incluyen a continuación: 
 
Artículos científicos: Autores. Título del artículo. Abreviatura ISI del nombre de la Revista. 
Fecha; Volumen (Número): Páginas.  
Restrepo A, Cortés M, Márquez CJ. Uchuvas (Physalis peruviana L.) mínimamente 
procesadas fortificadas con vitamina E. Vitae. 2009 May-Aug; 16 (2): 19-30.  
 
Keyzers R, Daoust J, Davies-Coleman M, Van R, Balgi A, Donohue E, et al. Autophagy-
modulating aminosteroids isolated from the sponge Cliona celata. Org Lett. 2008 Jul 17; 10 
(14): 2959-2962. 
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Libros y monografías impresas: 
 
Autores. Título. Edición. Lugar de Publicación: Editor; Año. Páginas.  
 
Gibaldi M, Perrier D. Farmacocinética. Barcelona, España: Reverte; 2008. 352 p. 
 
Tesis y trabajos de grado: Autores. Título. [Tipo de documento]. [Lugar de Publicación]: 
Editor. Fecha. Páginas. 
 
Monsalve AF, Morales SP. Aumento de capacidad del recurso restricción en la empresa 
Laproff S.A. [Tesis de pregrado]. [Medellín, Colombia]: Universidad de Antioquia: 2009. 39 
p. 
 
Material electrónico: Autores. Título. [Tipo de Medio]. Lugar de Publicación: Editor: Fecha. 
ASME. Aseptic Fill & Finish for Biopharmaceuticals. [CD-ROM]. San Diego (CA): ASME: 
2007. 
 
Sitio de Internet: Autores. Título. [Tipo de medio]. Lugar de Publicación: Editor. Fecha de 
Publicación. [Fecha de Citación]. Disponible en: dirección URL. Habib MAB, Parvin M, 
Huntington TC, Hasan MR. A review on culture, production and use of spirulina as food 
for humans and feeds for domestic animals and fish. [Internet]. Roma, Italia: FAO. 2008 
[Actualizado 8 de Enero de 2008; citado 18 de Agosto de 2009]. Disponible en:  
http://ftp.fao.org/docrep/fao/011/i0424e/i0424e00.pdf 
 
Revisión de Originales 
 
El Comité Editorial revisará los originales, se asesorará, cuando lo requiera, de personal 
adecuadamente calificado y devolverá a los autores aquellos cuyo contenido no se ajuste a las 
presentes normas, solicitando, en todo caso, las modificaciones que estime oportunas. 
 
Selección. El Comité Editorial remitirá todos los artículos que cumplan las normas editoriales 
como mínimo a dos árbitros, quienes deben emitir su concepto por escrito en el formato 
establecido para ello. Si los árbitros sugieren correcciones, los autores deberán enviar la 
nueva versión acompañada del medio magnético en un plazo máximo de doce días a partir de 
la fecha de envío, pasado el cual perderá su turno de publicación. En la corrección de pruebas 
de impresión final, que deberá realizarse con gran atención, no se admitirán modificaciones al 
texto original. Por último, serán enviados tres ejemplares del número publicado, al autor 
principal, como retribución de nuestro proceso. 
 
Costos de publicación 
 
Se establece un valor a pagar de $265.000 (doscientos sesenta y cinco mil pesos) por artículo. 
Este valor se pagará tan pronto como se informe al autor principal sobre el volumen y el 
número en que se publicará la versión definitiva del manuscrito. El uso de gráficos, figuras o 
fotografías en color tiene un costo adicional de acuerdo al número de páginas. 
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Licenciamiento de la obra 
 
Una vez son publicados en la Revista Vitae, los artículos científicos y revisiones se 
encontrarán disponibles de manera libre para consulta de todo el público, tanto en el sitio web 
como en los diferentes sistemas de indexación y bases de datos a los que está suscrita la 
revista, bajo la Licencia Creative Commons, en el modo Attribution-Noncommercial-No 
Derivative Works aprobada en Colombia. 
 
Así mismo, los autores ceden, sin derecho a retribuciones económicas, a la Universidad de 
Antioquia, Revista Vitae, los Derechos Patrimoniales sobre la publicación y sus diferentes 
medios de difusión por el tiempo que establezca la normatividad vigente, mediante el formato 
de Licencia de Acceso Abierto a la Publicación propuesto para tal fin. 
 
La documentación requerida para presentar los artículos, los formatos y una copia de estas 
instrucciones pueden ser descargados del sitio web: http://www.udea.edu.co/vitae 
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E.  Anexo: Etiquetado o Rotulado Nutricional relacionado con la 
declaración de propiedades  funcionales de alimentos biológicos   
(Probióticos y Prebióticos) 
 
(Resolución 333 de febrero 10 de 2011, Art. 22 Nums. 22.1 y 22.2) 
 
 
La resolución 333 de febrero 10 de 2011 “Por la cual se establece el reglamento técnico sobre 
los requisitos de rotulado o etiquetado nutricional que deben cumplir los alimentos envasados 
para consumo humano.  
 
 
ARTÍCULO 22. Declaraciones de propiedades de otras funciones. Para efectos del 
presente reglamento técnico, se señalan algunas declaraciones de propiedades de otras 
funciones y sus características generales: 
 
22.1. Declaraciones que relacionan el consumo de probióticos con una mejor función 
digestiva: 
 
a) El microorganismo o bacteria debe cumplir lo siguiente: 
 
- Estar vivo, no ser patógeno y su medio natural es el tracto digestivo humano. 
- Ser capaz de sobrevivir en el tracto intestinal, es decir, ser resistente a los jugos gástricos y  
  los ácidos biliares. 
- Tener la capacidad de adherirse a la mucosa intestinal. 
- Tener la capacidad de colonizar el intestino. 
- Tener la capacidad de sobrevivir a lo largo de la vida útil del producto al cual se adiciona. 
 
b) El alimento debe contener un número mayor o igual de bacterias viables de origen 
probiótico a 1 x 10
6
 UFC/g en el producto terminado hasta el final de la vida útil. 
 
c) La declaración debe indicar que el consumo adecuado y regular de microorganismos 
probióticos no es el único factor para mejorar las funciones digestivas y que existen otros 
factores adicionales a considerar como el ejercicio físico y el tipo de dieta. 
 
d) Modelo de declaración: “Una adecuada alimentación y un consumo regular de alimentos 
con microorganismos probióticos, puede ayudar a normalizar las funciones digestivas y 
regenerar la flora intestinal”. 
 
22.2. Declaraciones de propiedades de salud que relacionan el consumo de prebióticos 
con una mejor función intestinal: 
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a) La sustancia considerada como prebiótico debe cumplir lo siguiente: 
 
- La cantidad de alimento que debe consumirse, para obtener el efecto benéfico debe ser 
razonable en el contexto de la dieta diaria. 
- Ser una sustancia preferida por una o más especies de bacterias benéficas en el intestino 
grueso o colon. 
- Ser resistente a los ácidos gástricos (a la acidez gástrica). 
- Ser fermentables por la microflora intestinal. 
- Ser resistente a la hidrólisis enzimática endógena. 
- Tener la capacidad de producir cambios en el lumen del intestino grueso o en el organismo 
del huésped que muestra beneficios para la salud. 
- Estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de aquellas bacterias que están 
asociadas con la salud y el bienestar. 
 
b) La declaración debe indicar que el consumo adecuado y regular con prebióticos no es el 
único factor para mejorar las funciones digestivas y que existen otros factores adicionales a 
considerar tales como el ejercicio físico y el tipo de alimentación. 
 
c) Modelo de declaración: “Una dieta adecuada y el consumo regular de mínimo X g al día de 
prebióticos Y, promueve una flora intestinal saludable/buena/balanceada”; “Beneficia la flora 
intestinal”; “Ayuda en el mejoramiento intestinal /función digestiva” 
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